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Resumo

RESUMO

As atividades industriais da sociedade moderna vém produzindo grande quantidade de
compostos poluentes toxicos e persistentes nas aguas e solos, acarretando desequilibrio dos
ecossistemas.

A degradagao de xenobidticos recalcitrantes por fungos, principalmente os de
degradagéo branca, tem sido uma alternativa viavel de biorremediagdo ambiental devido a
produgdo de um sistema enzimatico extracelular e nao-especifico por estes fungos. As
enzimas ligninoliticas sdo capazes de atuarem na degradagdo da lignina e de varios
compostos organicos xenobidticos poliaromaticos e com estruturas similares 8 molécula da
lignina. Para uma eficiéncia na biotransformagéo e conseqiiente mineralizagdo dos compostos
poluentes, os microrganismos podem produzir biosurfactantes responsaveis pela maior
solubilizagdo de moléculas recalcitrantes no meio, aumentando a superficie de contato entre
poluentes e microrganismos, facilitando assim a disponibilidade a biodegradagéo.

Neste trabalho, varias linhagens fungicas foram capazes de crescer em hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs), acido lignosulfénico e acido tanico como fontes de carbono e
produzirem enzimas ligninoliticas e biosurfactantes sob condigdes microaerébia e anaerdbia.
Tais compostos de dificil mineralizagao e resistentes as biotransformagdes foram degradados,
parcialmente, pelos fungos estudados e a porcentagem de degradagac apresentou variagdo
de acordo com a linhagem, fonte de carbono utilizada e a condi¢cdo de oxigenagao.

Em condicdo microaerébia, os fungos 984, 1040, Q10 e 710 destacaram-se na
degradagdo de compostos poliaromaticos. As melhores degradagoes foram apresentadas
para decacicleno (10 anéis — 20-40%) e perileno (5 anéis — 11-40%) em relagdo aos HAPs de
maiores massas molares. A degradagao do naftaleno (2 anéis) foi maior do que fenantreno (3
anéis).

Na condi¢do anaerébia, verificaram-se degradagdes para todas as fontes de carbono
estudadas, exceto acido tanico. Nesta condicéo, os fungos Q10, H2 e 710 apresentaram maior
capacidade de degradagao para a maioria das fontes de carbono estudadas. Em ambas as
condigbes, a linhagem 984 apresentou maior produgdo de biosurfactante na presenca de
todos os HAPs testados.

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e outros compostos organicos
recalcitrantes podem ser degradados sob condi¢des microaerobia e anaerébia por fungos,
auxiliando assim na biorremediacdo de locais contaminados de dificil despoluicdo pela

auséncia de oxigénio.



Summary

SUMMARY

The industrial activites of modern society produce great amounts of toxic
compounds, which persist in rivers, soils and oceans, causing disturbance to
ecosystems.

Owing to an extracellular and non-specific enzymatic system produced by white-
rot fungi, degradation of these xenobidticos became a viable alternative for
environmental bioremediation. Such ligninolytic enzymes are able to degrade lignin
and most organic and xenobiotic polyaromatic compounds and macromolecules with
complex links similar to those found in lignin. For the efficient biotransformation and
consequent mineralization of pollutant compounds, microorganisms can produce
biosurfactants, which are responsible for solubilization of the recalcitrant molecules,
increasing surface contact between pollutant and microorganism, and thus increasing
proneness to biodegradation.

In this work, non-basidiomycete fungi were grown on polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHS), lignosulphonic acid and tannic acid as carbon sources and were
able to produce ligninolytic enzymes, and biosurfactants, under microaerobic and
anaerobic conditions. These compounds were partially degraded by the fungi and the
percentage of degradation varied depending on the fungal strain, carbon source and
oxigenation condition.

Under microaerobic conditions, the fungal strains 984, 1040, Q10 and 710 were
the best degraders of PAHs, were decacyclene (ten rings) was degraded from 20 to
40% and perylene (five rings) 11 to 40%.

Under anaerobic conditions, there was degradation of all the carbon sources
except tannic acid. Fungi Q10, H2 e 710 showed the best degradations for the majority
of carbon sources. Under both conditions, strain 984 showed great production of
biosurfactant emulsions when grown in PAHSs.

Polycyclic aromatic hydrocarbons and others recalcitrant organic pollutants can
be degraded by fungi under microaerobic and anaerobic conditions, and thereby aid in
the bioremediation of anoxic environments.
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Introducao

1. INTRODUGCAO

Em decorréncia da crescente urbanizacdo, o desenvolvimento industrial e varias
atividades antropogeénicas exploratérias do ambiente foram as principais razdes de
contaminagbes dos solos, do ar, sedimentos, das dguas superficiais e subterraneas
por compostos quimicos toxicos e perigosos a saude.

A reducao da toxicidade e da concentragdo dos poluentes ambientais pelo uso
de processos envolvendo microrganismos vem sendo estudada ha algumas décadas
como processo alternativo aos tratamentos quimicos e que dispendem muita energia
(BOOPATHY, 2000).

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPSs) s&o poluentes causadores de
contaminacao em varios ambientes do ecossistema, principalmente nos sedimentos e
em |ocais de baixa oxigenagéo. Fungos degradadores da lignina, principalmente os de
degradacéo branca (white-rot fungi) séo potenciais biotransformadores de HAPs e de
uma grande variedade de compostos xenobiéticos téxicos através da atuagdo de um
sistema de oxido-redugao de enzimas ligninoliticas (LEE, 1997), cuja inespecificidade
determina a eliminagdo de inimeros compostos poliaromaticos e macromoléculas
complexas similares a estrutura da lignina (CAMERON & AUST, 2000).

A degradacdo destes poluentes aromaticos por microrganismos &,
preferencialmente, aerobia devido a maior produgdo de energia neste processo
(McRAE et al., 1998). Além disso, 0 uso do oxigénio molecular é importante para a
clivagem de estruturas de compostos aromaticos (HARWOOD et al., 1999).

A biodegradacao de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos pode ocorrer tanto
em condigées microaerdbia como anaeroébia; porém, em niveis menores comparados
com a condigao de oxigenagao, havendo uma tendéncia a acumulagao e persisténcia
dos compostos nestes ambientes (JOHNSON & GHOSH, 1998). Porém, processos
anaerdbios de descontaminagdo tém-se mostrado eficientes para a utilizagdo em
ambientes andxicos e com baixa oxigenagdo (COATES & ANDERSON, 2000).

O interesse de se estudar a capacidade de biodegradacdo de poluentes
recalcitrantes e toxicos em tais ambientes & de grande importdncia para a

descontaminag&o de areas de dificil biorremediagdo devido & auséncia de oxigénio.



Revisdo Bibliografica

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs)

Os HAPs sdo compostos formados por anéis benzénicos arranjados em
formas lineares, angulares ou em grupos (Figura 1), encontrados nos solos,
sedimentos e nas aguas (CERNIGLIA, 1992).

S&o produzidos pela queima incompleta de combustiveis fésseis e por
processos industriais (como torrefagdo de gréos, defumagdes e incineragdes),
encontrados ainda em efluentes industriais, derramamentos de petréleo ou em

explosdes acidentais de combustiveis durante o transporte.

Estdo também presentes em locais de lavoura e florestas que sofreram
queimadas. Constituem risco a salde das pessoas que habitam areas
industrializadas pela maior exposicdo de poluicdo atmosférica por estes
compostos, sendo expelidos de chaminés industriais e escapamentos de
automoveis, estando também presentes na fumacga de cigarros, cinzas vulcanicas
e incineradores (MUNCNEROVA & AUGUSTIN,1994).
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Figura 1 — Estruturas quimicas dos Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (ALDRICH®).
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Estudos epidemiologicos apontam uma associagéo direta entre a poluigéo
atmosférica por HAPs com as doengas cardiopulmonares e o cancer de pulméo
(RICHTER & HOWARD, 2000). A lipofobicidade, persisténcia no ambiente e
genotoxicidade destas substancias aumentam de acordo com o acréscimo de
anéis benzénicos na molécula (CERNIGLIA, 1992).

Muitos HAPs presentes no ambiente, principalmente os de maiores massas
molares, s&o considerados pro-carcinogénicos por ativacdo metabdlica no
organismo ((KIEHLMANN et al, 1996) e mutagénicos (LIAO & TSENG, 1996:
BIDAUD & TRAN-MINH, 1998) . De acordo com BOONCHAN et al. (2000), os
HAPs com menor numero de anéis benzénicos possuem propriedade toxica
aguda, alterando o nivel de reprodutividade e aumentando a mortalidade de

animais marinhos.

2.1.1. Formagao dos HAPs

Na queima da matéria organica e de combustiveis alifaticos e aromaticos
(entre 500° a 900° C), as fracdes livres e instaveis provenientes da pirdlise se
polimerizam pela acdo de radicais livres (—C,H) formados neste processo,
formando moléculas de poliacetileno e HAPs pelas fusdes dos anéis benzénicos
estaveis, processo este chamado de pirossintese (RICHTER & HOWARD, 2000).

Em condigdes anaerdbias, precursores organicos desconhecidos
contribuiram para a formacdo de HAPs com média massa molar como perileno
(SILLIMAN et al., 1998). Hidroquinonas provenientes de pigmentos de animais
marinhos, insetos e fungos possivelmente podem ser também precursores de
HAPs.

A difusdo dos HAPs no ambiente (Figura 2) pode ocorrer por volatilizagéo,
foto-oxidacdo e oxidagdes quimicas, bioacumulacdo nos organismos, por
adsorgao nas particulas do solo (YUAN et al., 2000), dando inicio ao processo de

acumulo na cadeia alimentar.
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Figura 2 - Representacao esquematica da ocorréncia dos HAPs no ambiente (CERNIGLIA, 1992).

2.1.2. Transporte dos HAPs nos ecossistemas

Ao longo dos milhares de anos, em ambiente andxicos, HAPs foram se
depositando nos sedimentos de lagos e oceanos. Mesmo 0s de menores massas
molares puderam resistir a biodegradacao devido a protecao fisica pela adsorgéo
em materiais organicos do solo (TEN HULSCHER, 1999).

A solubilidade dos HAPs em agua pode aumentar devido a presenca de
matéria organica dissolvida no solo: gquanto maior a massa molar do HAP, maior
também sera a tendéncia de adsorgéo (KIM et al., 1999). Portanto, o transporte de
HAPs com matéria organica ocorre no ambiente, especialmente para os de
maiores massas molares. Porém, a matéria orgénica pode se estabilizar por
desprotonacdo dos seus grupos funcionais devido ao aumento de pH no solo,
dificultando a adsorcao dos HAPs (GOCHT et al., 2001).

De acordo com PIGNATELLO & XING (1996), a ligagédo de poluentes
organicos a matéria humica do solo é realizada por for¢cas de interagado (dipolo-
dipolo, dipolo-induzido, pontes de hidrogénio). Varios microrganismos do solo,
principalmente os fungos, produzem enzimas extracelulares oxiredutases
(peroxidases e polifenoloxidases) capazes de detoxificar estes compostos no
ecossistema (BOLLAG, 1992).
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21.3. HAPs em alimentos

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos ocorrem como contaminantes
em diferentes grupos de alimentos: vegetais, frutas, carnes. dleos e gorduras,
bebidas, gréos, alimentos defumados, torrados e de origem marinha (BARTLE,
1991). Séo provenientes de defumagdes, secagens, torrefagcbes, cozimentos,
embalagens e ainda, da poluigdo ambiental.

O consumo de HAPs através da dieta tem sido largamente pesquisado nas
ultimas duas décadas, sendo que as principais fontes de exposicdo variam de
acordo com a cultura gastronémica de cada pais (LODOVICI et al., 1995).

Em alimentos defumados, a combustéo incompleta da madeira gera grande
quantidade de HAPs; nos grelhados, a gordura da carne ao pingar no fogo é
pirolisada e agrega HAPs gerados pela queima do carvdo (NOLL & TOLEDO,
1997). As frutas e vegetais sdo contaminados pelos HAPs provenientes do ar por
impregnacéo superficial nas folhas e frutos (COATES et al., 1986), e através do
solo, pela adsorgao das raizes.

O nivel de HAPs nos solos e no ar depende da localizacdo das areas de
cultivo: regidées muito industrializadas e proximas a rodovias fornecem amostras
com maiores quantidades de HAPs do que aquelas situadas nas zonas rurais
(McRAE & HALL, 1998).

Os cereais sdo contaminados através da secagem dos gréos utilizando éleo
como combustivel, podendo transferi-los para a farinha pela moagem. Devido a
propriedade lipofilica dos HAPs, os oleos e gorduras podem ser facilmente
contaminados por esses compostos (MORET & CONTE, 2000).

Bebidas como café séo contaminadas durante o processo de torrefacéo dos
gréos e 20-30% destes HAPs s&o transferidos para o p6. Com relacdo aos chas,
embora apresentem niveis mais elevados de HAPs que o café torrado, apenas
uma pequena parte € transferida para a bebida apdés o processo de infusdo
(KRUIJF et al. , 1987).

Os HAPs, embora tenham baixa solubilidade em agua, ficam adsorvidos em

particulas suspensas ou em sedimentos (FERNANDEZ et al., 1996). No Brasil,

5.
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estabeleceu-se um limite maximo de 0,01 ug/L de benzo(a)pireno em aguas
potaveis (CAMARGO, 2000).

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA), mais
de 100 HAPs j& foram caracterizados na natureza e 16 foram classificados como
poluentes prioritarios (KORNMULLER & WIESMANN, 1999); no entanto, nao
existem limites de ocorréncia de cada um dos HAPs carcinogénicos nos diferentes
produtos alimenticios (CHEN et al, 1996).

Poucos paises apresentam legislagéo nacional limitando a presenca destes
compostos nos alimentos. Alguns paises europeus como Alemanha, Austria e
Polénia adotam um limite legal de 1 pg de benzo(a)pireno por quilo de carnes
defumadas e este valor foi utilizado como referéncia para avaliar contaminagoes
destes compostos em outros tipos de alimentos.

Considerando-se que os produtos defumados s&o utilizados em menor
quantidade na dieta alimentar que os 6leos e gorduras, a GSFS (Germany Society
for Fat Science) fixou limite de 5 ppb de HAPs totais para esses alimentos
(MORET & CONTE, 2000).

No Brasil, a legislacdo recomenda que os alimentos aromatizados com
fumagca nao ultrapassem 0,03 ppb de benzo(a)pireno no produto final, de acordo
com a resolugdo 104/93 do regulamento técnico de aditivos aromatizados
(CAMARGO, 2000). De acordo com esta mesma autora, niveis de varios HAPs
foram verificados nos alimentos pertencentes a dieta dos brasileiros. A ingestao
total de HAPs foi estimada em 6,15 ug/pessoal/dia, sendo os éleos e gorduras,
aclUcares e carnes os trés grupos de alimentos que mais contribuem para a
ingestao diaria de HAPs. Em vegetais e frutas foram encontrados, diariamente,
aproximadamente 4,0 ug de HAPs totais por pessoa. Para os dleos e gorduras:
32,9 ug de HAPs totais/pessoa. Em agucares foram verificados 15,44 pg de
HAPs/pessoa; em cha foi determinado uma concentragéo de 0,7 ug de HAPs
totais/pessoa: e em p6 de café 20,0 ug de HAPs/pessoa; porém, no café coado,
apenas 3,0 ug de HAPs/pessoa foi consumido na bebida (CAMARGO, 2000).
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2.1.4. Degradagadao dos Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos

Os HAPs sao compostos de baixa solubilidade em agua, associando-se a
sedimentos e permanecendo assim até sua degradacdo ou remocao por
drenagem e, geralmente, a taxa de degradacdo de HAPs é inversamente
proporcional ao nudmero de anéis benzénicos em suas moléculas (CERNIGLIA,
1992). HAPs de baixa massa molar como naftaleno e fenantreno séo degradados
rapidamente nos sedimentos, enquanto HAPs de maiores massas molares como
benzo(a)pireno s&o mais resistentes ao ataque microbiano.

Ha pouco conhecimento sobre a capacidade de fungos e bactérias em
degradarem HAPs de alta massa molar como Unica fonte de carbono e energia.
Sabe-se que a presenga de O, é importante para a iniciagdo da oxidacao
enzimatica dos anéis aromaticos (CERNIGLIA & HEITKAMP, 1989).

Os solos de florestas, devido a uma grande diversidade de espécies
vegetais, abrigam maior quantidade de decompositores comparado com solos de
monocultura. A mistura de materiais em decomposicdo de diferentes espécies
vegetais tem mostrado decomposicdo mais répida pela acdo de bactérias e
fungos, potencializando a degradacdo de lignina, celulose e de poluentes
organicos persistentes (HOWARD, 1998). A habilidade da degradag&o dos fungos
neste ambiente, geralmente aumenta, bem como a taxa de mineralizacdo e
compostos pela diversidade de comunidade microbiana (CASELLA et al., 1998).
Microrganismos capazes de degradar substancias humicas s&o responsaveis pela
degradagao cometabdlica dos HAPs (KASTNER & MAHRO, 1996).

Os fatores ambientais que determinam os niveis de degradacao dos HAPs no
ecossistema sdo: temperatura, pH, concentragdo de oxigénio, salinidade,
intensidade luminosa, tipo de solo e sua profundidade, nutrientes, sazonalidade,
adaptacao microbiana e ainda caracteristicas fisico-quimicos dos poluentes, os
quais incluem a solubilidade em agua, grau de lipofilicidade, volatilidade e
absorgo pelas particulas do solo (CERNIGLIA, 1992).

As bactérias, em presencga de oxigénio, transformam nucleos aromaticos em

cis-diidrodidis e catecois, pela acdo de dioxigenases e dehidrogenases,

T



Revisdo Bibliografica

respectivamente, como esquematizado na Figura 3 (MUNCNEROVA &
AUGUSTIN, 1994; GALLI, 1994).

Diversos fungos ligninoliticos e ndo-ligninoliticos possuem a habilidade de
oxidarem HAPs: Aspergillus ochraceus, Cunningamella elegans e C. echinulata,
Bjerkandera sp, Trametes versicolor e Saccharomyces cerevisiae
(MUNCNEROVA & AUGUSTIN, 1994); Candida lypolitica e Cunningamella
elegans (ROMERO et al.,, 1998) sao alguns deles, habeis na transformacgao dos

HAPs em produtos menos tdxicos. Phanerochaete chrysosporium realiza a

mineralizacdo de benzo (a) pireno cometabolicamente (CERNIGLIA, 1992).
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Figura 3 — Rotas metabolicas da degradagdo de HAPs por bactérias e fungos em sistema aerobio
(MUNCNEROVA & AUGUSTIN, 1994 com adaptagao de GALLI, 1994).

Os fungos filamentosos oxidam HAPs em sistema aerobio (Figura 3), a 6xido
de areno via citocromo P-450, o qual pode ser transformado em fendis por
rearranjos ndo-enzimaticos ou ainda em trans-diidrodidis pela ag&o de
epoxidihidrolases.; e a cetonas e quinonas através da agéo de peroxidases e
fenoloxidases fungicas (CERNIGLIA, 1992 e 1997; WISCHMANN & STEINHART,

1997; MAJCHERCZYK et al., 1998).
.
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CANET e colaboradores (2001), ndo obtiveram degradacoes significativas de
HAPs em experimentos utilizando a fauna natural do solo contaminado e com
adicao de fungos de degradacdo branca. Porém, em trabalho realizado por
BOONCHAN e colaboradores (2000), foi demonstrado que coculturas de bactérias
e algumas espécies de fungos podem realizar uma metaboliza¢do cooperativa dos
HAPs, sendo de pratica aplicagdo em processos de biorremediacéo.

Os fungos de decomposicdo branca séo capazes de degradar HAPs e
possuem grande potencial na biorremediagdo de solos e sedimentos
contaminados (PICKARD et al. 1999; NOVOTNY et a/., 1999; ANDERSSON et al.,
2000).

2.2. Biosurfactantes : seu papel na biodegradacao

Os biosurfactantes sdo moléculas anfipaticas que possuem uma fracéo
hidrofobica apolar (normalmente cadeias hidrocarbonicas de acidos graxos) e
outra hidrofilica e polar (composta por grupos funcionais éster e alcoois, grupo
carboxilico dos acidos graxos ou aminoacidos, fosfato dos fosfolipideos,
carboidratos entre outros). Uma grande variedade de bactérias, leveduras e
fungos filamentosos podem crescer em meios contendo compostos hidrofébicos
(como os hidrocarbonetos), como unica fonte de carbono e energia, devido a
producao de agentes emulsificantes (BRODERICK & COONEY, 1981 e LANG &
WAGNER, 1987).

Devido a natureza hidrofébica dos HAPs e outros poluentes poliaromaticos
nos ecossistemas aquaticos e terrestres, estes compostos tendem a se
acumularem na cadeia alimentar (BOONCHAN et al/, 2000), encontrando-se
dispersos em emulsbes Oleo/agua ou na matéria orgénica hidrofébica
(KORNMULLER & WIESMANN, 1999).

Os biosurfactantes, entdo, tendem a aumentar a biodegradacdo de

xenobidticos, uma vez que podem solubilizar e emulsificar os compostos
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insolUveis e recalcitrantes, aumentando assim a area de superficie de interagao e
a concentracdo aquosa, tornando mais facil a acessibilidade para o
microrganismo (ROUSE, 1994; BOYLE et a/,, 1997). Quando em emuls&o, estas
moléculas tendem a se agregarem formando micelas, sendo capazes de
reduzirem a tensao superficial com a formagao de microemulsdes 6leo em agua
ou agua em oOleo (DESAI & BANAT, 1997).

Alguns biosurfactantes sdo produzidos no periodo de crescimento celular,
sugerindo seus envolvimentos com o crescimento do microrganismo em meio
contendo hidrocarbonetos. BRODERICK & COONEY (1981) demonstram em seu
trabalho que o poder de emulsificagdo do surfactante tem sido observado no
metabolismo secundario (fase estacionaria), podendo ser o biosurfactante um
metabdlito secundario ou originado pela lise celular. Sob limitacdo de nitrogénio e
alguns cations, a producdo destas moléculas é induzida (SYLDATK & WAGNER,
1987).

O uso de surfactantes sintéticos para a biorremediacdo dos solos pode
acarretar problemas como toxicidade e baixa biodegradabilidade pelos
microrganismos (IVSHINA et al., 1998). Deste modo, a producdo comercial de
biosurfactante tem despertado crescente interesse devido as caracteristicas de
inespecificidade (diversidade quimica com multifuncionalidade), ser de facil
biodegradabilidade e apresentar baixa ou nenhuma toxicidade, bem como a
possibilidade de ser produzido a partir de substratos renovaveis (KUYUKINA et al.
2001).

No entanto, a producdo em escala industrial de biosurfactantes ainda
requer custo elevado para o processo, ndo existindo competicdo com relagéo a
producao dos surfactantes sintéticos (DESAI & BANAT, 1997).

Uma alternativa para se usar o biosurfactante & adiciona-lo in situ ou
estimular sua producdo pela microbiota para a biorremediagao em derramamentos
de dleos, solos contaminados com metais e residuos aquiferos (6leos e gorduras)
das industrias de alimentos (CARVALHO et al., 1998).
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2.3. Lignina

Em 1832, o cientista francés De Candolle, introduziu o termo Lignina (lignum
= madeira), para substancias incrustrantes nao-celuldsicas presentes na madeira.
A deposigdo da lignina em plantas como forma de adaptagao ao ambiente
terrestre € um processo relativamente recente, datando 430 milhées de anos
(BOUDET, 2000).

A lignina & uma macromolécula tridimencional, hidrofébica e opticamente
inativa, formada a partir de mondémeros de fenilpropano, como os alcoois p-
cumarilico  (n&o-metoxilado), p-coniferilico (monometoxilado) e p-sinapilico
(dimetoxilado), possuindo uma estrutura altamente complexa devido ao nimero de
ligacoes entre os monémeros, possuindo alta massa molar (TUOR et al, 1995);
por isso, é dificil ocorrer a biodegradagéo deste composto no ambiente.

A Figura 4 ilustra a estrutura da lignina, na qual a ligagdo mais abundante
(maior que 50% na estrutura) € do tipo B -O-4 entre as unidades aromaticas 1-2, 2-
3, 4-5, 6-7, 7-8, 13-14; ligacdes B -1 entre as unidades 9-10; ligagbes entre anéis
(5-6), ligagbes cruzadas entre a lignina e carboidratos da madeira (unidades 9-10),
entre outras.

A lignina é o principal mecanismo de sustentagdo dos tecidos vegetais e
prote¢éo contra microrganismos. A digestdo no rimen dos animais é limitada pela
ligagdo estavel entre lignina e carboidratos complexos presentes nas células
vegetais. Apenas os fungos de degradacédo branca e actinomicetos possuem a
capacidade de degradacgao destas estruturas (KAJIKAWA et al., 2000).

A populagado microbiana do rumen decompde a ligacdo B-O-4 da
macromolécula da lignina sob condicdo anaerdbia (KAJIKAWA, 2000). Ainda
nesta mesma condi¢do, as quebras de ligagdes bifenilas, ligagbes C-C, das
posigdes o e B-alquilas e entre anéis cumarilicos foram demonstradas nos
trabalhos de CHEN e colaboradores (1985 e 1987). A solubilizagcao da lignina por
um fungo anaerdbio do rumen resultou em quebra de ligacdes éster e éter de
unidades fendlicas, originando acidos fenodlicos. Porém, as ligagdes mais
abundantes na estrutura ndo foram quebradas, bem como as ligagdes cruzadas

entre lignina e polissacarideos da madeira (McSWEENEY et a/., 1994).
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Pela natureza irregular e recalcitrante da lignina e pelo fato de apresentar
em sua estrutura moléculas primarias de fendis, bifenilos, aniséis, diaril-éteres
encontradas em outros poluentes aromaticos, a degradagao de todos estes
compostos pode ocorrer via sistema enzimatico ligninolitico produzidos pelos
fungos de degradacéo branca.

A degradacgao da lignina por fungos de degradacado branca e actinomicetes
ocorre no metabolismo secundario e quando ha limitagao de carbono, nitrogénio e
enxofre no metabolismo primario (KIRK & FARRELL, 1987). A lignina nao pode
ser degradada como unica fonte de carbono e energia, requerendo a presenca de
fontes e carbono adicionais como celulose, hemicelulose (DE JONG et al., 1994)
ou glicose (LEE, 1997).
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Figura 4 — Estrutura quimica provavel da lignina (LEE, 1997).
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A degradacédo da lignina € geralmente um processo oxidativo, havendo a
necessidade de oxigénio para a estimulagdo da degradacdo pelos fungos
basidiomicetos (LEE, 1997). A despolimerizagcéo das fragdes de lignina com altas
massas molares vem acompanhada por consequente repolimerizagéo das fragdes
resultantes de menores pesos moleculares (LAMAR, 1992).

Os fungos de degradagao branca decompdem naturalmente a lignina para
obtencéo da celulose presentes na parte interna das fibras da madeira, utilizando
um sistema nao-especifico de enzimas extracelulares. Este sistema pode atuar
sobre uma grande faixa de contaminantes recalcitrantes complexos e
poliaromaticos introduzidos no solo (CANET et al., 1999).

A degradacao de lignina por fungos, com a utilizagdo do sistema enzimatico
ligninolitico, & muito importante para a diminui¢do da poluicdo ambiental (BARR &
AUST, 1994a e 1994b).

A inespecificidade das enzimas ligninoliticas produzidas proporciona a
atuacao destes microrganismos na degradag&o de inumeros poluentes ambientais
persistentes com estruturas complexas e poliaromaticas similares a
macromolécula de lignina, como é o caso dos compostos de interesse neste
trabalho (HAPs, acidos lignosulfénico e tanico). Assim, podemos relacionar a
habilidade de degradagé&o destas moléculas com os mecanismos utilizados pelos
fungos ligninoliticos (KATAYAMA & MATSUMURA, 1991; LAMAR et al., 1993,
COLOMBO et al., 1996).

A8
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2. 4. OQutros compostos organicos recalcitrantes similares a

estrutura da lignina

2. 4. 1. Acido Lignosulfénico

Os lignossulfonatos s&o produzidos pelas industrias de papel, gerado
durante o processo de branqueamento e polpagédo da celulose, sendo altamente
coloridos devido ao grande conteudo de lignina presente (FALCONI, 1998). Pode
ser empregado como quelante sintético de microelementos, macroelementos e
aminoacidos para o tratamento do solo, estimulando o crescimento da raiz e
formando uma camada muscilaginosa que a protege de patégenos e da abrasao.

O acido lignosulfénico (Figura 5) contém grande quantidade de carboidratos
da madeira (glicose, xilose), nitrogénio e outros tracos minerais que fazem deste
composto uma alternativa de substrato para o desenvolvimento de fungos
ligninoliticos (AITKEN & LOGAN, 1996).

Porém, este composto causa o desequilibrio do ecossistema aquatico por
indisponibilizar a luz solar da superficie dos rios para a vida de algas e bactérias
fotossintetizantes devido a coloragéo intensa das aguas, uma vez que no pode

ser utilizado pela maioria dos microrganismos presentes nestes ecossistemas.

0)
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H5CO H (ou Lignina)
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Figura 5 — Estrutura quimica do acido lignosulfénico (ALDRICH®)
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2.4.2. Acido Tanico

Os taninos sdo compostos polifendlicos bastante abundante em tecidos
vasculares de vegetais (HERNES et al, 2001). Sdo moléculas recalcitrantes e
resistentes ao ataque microbiano (SAXENA et al, 1995). A inibigdo da
decomposigcao dos polifendis na natureza ocorre devido & capacidade destes
compostos em se complexarem estavelmente com as enzimas envolvidas no
processo de degradacao (BENDING & READ, 1996a).

Os taninos sao classificados em dois grupos: as proantocianidinas (taninos
condensados), encontrados em gimnospermas e angiospermas; e os poliéster de
acido galico ou acido hexahidroxidifénico (taninos hidrolisaveis), encontrados
apenas em dicotiledoneas (HERNES et al, 2001). Protegem as plantas contra
herbivoria e invasdo de patogénicos pelas propriedades antimicrobiana e
antifungica.

O &cido tanico (AT) pertence ao grupo dos taninos hidrolisaveis (Figura 6a),
composto de uma molécula de glicose unida por ligagdes ésteres a moléculas de

acido galico ou similares (Figura 6b).
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Figura 6 — (a) Estrutura quimica do acido tanico (KHAN, 2000); (b) Tanino hidrolisavel (HERNES et
al., 2001).
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O acido tanico pode ser empregado como aditivo em medicamentos de
verminoses, envenenamentos e antidiarréicos (KHAN et al., 2000); como aroma
em bebidas e doces, clarificador em fermentagées e na produgdo de vinhos
(ODONERA et al, 1994). Em presenca de Cu*? causa danos ao DNA pela geragéo
de radical hidroxila (oxidante). Tal composto possui também uma possivel acao
antioxidante, protegendo o DNA contra clivagem, inibindo o radical hidroxila e o
oxigénio singleto (KHAN et al., 2000).

O acido tanico possui propriedade anti-nutricional em herbivoros pela
habilidade de se combinar com as proteinas, celulose, hemicelulose, pectina e
minerais, retardando a digestdo (McSWEENEY et al., 2001), realizando ainda a
formacdo de complexos com outras substancias que contenham nitrogénio
organico, incluindo aminoacidos, peptideos, quitina e acidos nucléicos (BENDING
& READ, 1996b).

Fungos filamentosos, especialmente Aspergillus niger (BHAN et al., 1997) e
Penicillium ssp foram capazes de crescerem em acido tanico como unica fonte de
carbono. Outros fungos dos géneros Chaetomium, Fusarium, Rhizoctonia,
Cylindrocarpon, Trichoderma e Candida foram capazes de degradar os efluentes
tanicos (SAXENA et al., 1995).

Fungos ectomicorrizicos possuem pouca habilidade na degradacdo do
acido tanico devido a inativagdo das enzimas extracelulares produzidas. Porém,
alguns fungos micorrizicos conseguem utilizar proteinas mesmo na presenca do
AT, ocorrendo quebra enzimatica do complexo por agcdo de peroxidases e
fenoloxidases (BENDING & READ, 1996b). Ja, o fungo ericoide Hymenoscyphus
ericae degrada AT, ocorrendo produgdo de coloracdo marrom no meio, devido a
polimerizagdo dos produtos de degradacao pelas fenoloxidases extracelulares
(BENDING & READ, 1996a e 1996b). A formagdo de um complexo deste polifenol
com 0O nitrogénio organico, proporciona a regulacdo da mineralizacdo deste
elemento na natureza, havendo uma importancia ecologica para a existéncia do
acido tanico no ecossistema.

Fungos ndo-basidiomicetos degradadores de madeira produziram enzimas
ligninoliticas peroxidases e fenoloxidases quando crescidas em AT e acido galico.

-16-
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Um grande numero de espécies estudado por LEE (2000) apresentou
producao de enzimas igual ou maior que as produzidas por Coriolus versicolor,
basidiomiceto de degradagéo branca.

Uma cultura bacteriana isolada do rdmen de cabra foi capaz de degradar
grande quantidade de AT em condig&o anaerdbia (NELSON et al., 1995). Outras
bactérias do rimen de herbivoros: Eubacterium oxidoreducens, Streptococcus
bovis, Syntrophococcus sucromutans e Coprococcus sp descarboxilaram o acido
galico da estrutura do tanino, transformando-o em pirrogalol, convertendo este
composto em resorcinol e floroglucinol, ocorrendo abertura do anel aromatico a

acetato e butirato (MURDIATI et al., 1992), como demonstrado na Figura 7.
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Figura 7 — Rota de degradag&o de um trihidroxibenzenodide (sub-estruturas do AT) sob
condi¢éo anaerdbia no riumen de herbivoros (McSWEENEY et al., 2001).
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2. 5. Enzimas ligninoliticas envolvidas na degradagao dos

compostos organicos recalcitrantes

As enzimas ligninoliticas sdo extracelulares e ndo-especificas a um unico
substrato, agindo via mediadores ndo protéicos. A regulagdo dessas enzimas €
um fendmeno complexo e suas produgdes ocorrem durante o metabolismo
secundario (fase estacionaria), quando se esgota a fonte de carbono, nitrogénio
ou enxofre (KIRK & FARRELL, 1987; DIX & WEBSTER, 1995).

O atague dos fungos ao polimero de lignina ou aos compostos
poliaromaticos e complexos similares a sua estrutura ocorre através da acgéo de
peroxidases (lignina-peroxidase, manganés-peroxidase e outras peroxidases),
fenoloxidases (lacase, tirosinase) e enzimas produtoras de perdxido de hidrogénio.

Segundo TUOMELA et al. (2000), ha trés tipos de degradacdo da madeira
por fungos: degradacdo branca, degradacdo marrom e a degradagao branda.
Fungos basidiomicetos e alguns ascomicetos sao responsaveis pela degradagéo
branca, onde ha rapida decomposi¢do e mineralizacdo apenas da lignina
(degradacao seletiva) ou também da celulose e hemicelulose da madeira
(degradagéo nao-seletiva). A degradagdo marrom pode ser realizada também por
alguns basidiomicetos pela decomposigao parcial e mais lenta da lignina por
demetoxilagdes, preferencialmente em madeira mole. Os outros componentes da
madeira, celulose e hemicelulose, podem ser mineralizadas por esses fungos. Um
outro tipo de degradacdo da madeira, a degradagdo branda, é realizada por
grande parte dos ascomicetos e deuteromicetos, responsaveis pela lenta
degradacao da lignina, mais largamente frages de madeira “dura” em ambientes
com excesso de umidade. Apesar da capacidade limitada de degradagao quando
em cultura pura, estes fungos sdo importantes degradadores em culturas mistas
no solo.

Dentre os fungos de degradacgéo branca, Phanerochaete chrysosporium tem
sido extensamente estudado pela sua capacidade em degradar diversos poluentes
quimicos no solo e em culturas liquidas, com a produ¢do do sistema enzimatico
ligninolitico. Porém, este fungo também possui a capacidade de biotransformar
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compostos por outras rotas, como o sistema da monooxigenase citocromo P-450,
utilizando ainda outras enzimas (intracelulares e ligadas & membrana) com
atividades importantes para a biorremediagdo (CAMERON et al., 2000).
De acordo com a produgdo das enzimas ligninoliticas, os fungos de
degradacg&o branca s&o divididos em 5 grupos (segundo TUOR et al., 1995):
» Grupo |: fungos produtores de LiP e MnP, com auséncia de Lacase (ex.
Phanerochaete chrysosporium, Coriolos versicolor e Phlebia radiata);
» Grupo lI: fungos produtores de MnP e Lacase, com nivel ndo detectado de
LiP (ex. Dichomitos squalens e Lentinus edodes);
» Grupo llI: fungos produtores de LiP e um tipo de fenoloxidase (sendo lacase
a enzima predominantemente produzida). Geralmente colonizam madeira
“dura”;
» Grupo IV: fungos produtores apenas de LiP :
» Grupo V: fungos com o sistema enzimatico com caracterizagéo incompleta,
sem a deteccdo de enzimas oxidativas (ex. Fomes lignosus e Trametes
cingulata).

Os fungos filamentosos nem sempre produzem as enzimas ligninoliticas
para a degradagao dos composto poluentes no propdsito de obterem energia para
a célula. A conversao dos poluentes por fungos € um processo de detoxificagdo,
podendo haver sinergismo no ambiente com as bactérias que assimilam
rapidamente os produtos da biotransformagdo realizada pelos fungos
(BOONCHAN, 2000).
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2.5.1. Lignina - peroxidase (Diarylpropane: oxygen, hydrogen-

peroxide oxidoreductase; EC 1.11.1.14)

Em 1983, experimentos de GOLD e KIRK & TIEN revelaram em cultura de
Phanerochaete chrysosporium uma enzima extracelular dependente de perdxido
de hidrogénio responsavel pela despolimerizagao parcial da lignina in vitro.
Posteriormente, detectou-se producéo de LiP por outros fungos basidiomicetos de
degradagé&o branca como Phlebia radiata, Panus tigrinus, Coriolos versicolor,
Pleurotus ostreatus e Bjerkandera adusta (KIRK & FARRELL, 1987).

A Lignina-peroxidase (LiP) € uma glicoproteina que contém 1 mol de ferro
protoporfirinico IX por 1 mol de enzima (GOLD et al. 1983). O ponto isoelétrico das
isoenzimas de LiP variam de 3,3 a 4,7 e massa molar de 38 a 43 kDa (REDDY &
D'SOUZA, 1994). As isoenzimas de LiP (H1, H2, H6, H7, H8 e H10) foram
identificadas de acordo com a eluicdo em coluna de troca iénica e sao codificadas
por diferentes genes em P. chrysosporium, P. radiata, B. adusta e T. versicolor
(DE JONG et al., 1994).

A LiP € uma enzima dependente de H,O2 que catalisa a oxidagao da lignina
em meio fortemente acido, bem como os compostos fendlicos e nao fendlicos com
alto potencial de oxido-reducdo através da remogdo de um elétron do nucleo
aromatico, produzindo radicais catidnicos arila, os quais darao origem a uma seérie
de produtos finais por reagdes ndo-enzimaticas (GOLD & ALIC, 1993; HATTAKA,
1994, BOGAN & LAMAR, 1995).

Esta enzima é responsavel pela clivagem de algumas ligagdes presentes na
estrutura da lignina como Ca-CB, B-O-4, B-1, de anéis aromaticos, quebra de
cadeias laterais, entre outras (KIRK & FARRELL, 1987). Compostos policiclicos
aromaticos e dibenzodioxinas sdo oxidados a quinonas e outros produtos
(HAMMEL et al., 1986; SANGLARD et al., 1986).

O ciclo catalitico da LiP (Figura 8) se inicia com a oxidagcado do grupo
prostético da enzima Fe(lll) a Fe (IV), pela acdo de H>0,, originando o composto
|. Redugdes sucessivas do composto | a composto Il e deste ao estado nativo da
enzima, via transferéncia de um elétron, completa o ciclo catalitico da LiP. Na

auséncia de substrato redutor (alcool veratrilico ou H202), o composto |l pode ser
200
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oxidado, possuindo limitada capacidade catalitica (DE JONG et a/, 1994: BARR &
AUST, 1994).

O alcool veratrilico (AV) é um metabdlito secundario produzido pelos fungos
e possui um papel importante na estabilizagdo da atividade de LiP, preservando-a
contra inativagéo por H>O2 (WARIISHI et al., 1990), sendo cofator enzimatico e
mediador oxidativo, responsavel pela transferéncia de elétrons no sistema
(LAMAR, 1992). O alcool veratrilico € um excelente substrato para LiP e pode
oxidar outros compostos que ndo sdo diretamente oxidados pela enzima
(ZAPANTA &TIEN, 1997).
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H,O OCH,
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OCH,

1l _ n_
FD h CH,OH / \ CH,OH Fe:a

i Composto I
Enzima Ferrica

OCH, OCH,4
OCH, OCH,
>< .
R R

Figura 8 — Ciclo catalitico da Lignina-peroxidase (CAMERON et al. 2000).

A Lignina-peroxidase esta presente em culturas de basidiomicetos e
também de ascomicetos (RODRIGUEZ et al., 1997), atuando em uma grande
variedade de compostos recalcitrantes aromaticos, fendlicos e policiclicos (KARAN
& NICCEL, 1997). A remogéo da coloragéo de efluente do processo Kraft por
imobilizagao de LiP foi verificado por FERRER et al., 1991, DEZOTTI et al, 1995
PERALTA-ZAMORA et al., 1998).
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2.5.2. Manganés - peroxidase (MnP - Mn(ll): hydrogen-peroxide
oxidoreductase; EC 1.11.1.13)

Esta enzima foi isolada pela primeira vez no meio extracelular de cultivo de
Phanerochaete chrysosporium (KUWAHARA et al, 1984). E uma peroxidase
glicoproteica que possui como grupo prostético ferro protoporfirinico IX (BUSWELL
& ODIER, 1987), sendo ativa em pH préximo de 5. As isoenzimas de MnP (H3,
H4, H5 e H9) possuem massas molares de 45-47 kDa e pontos isoelétricos
variando entre 4,2 a 4,9 (GOLD & ALIC, 1993 e CAIl & TIEN, 1993).

A atividade de MnP é dependente de H;0» e ions Mn(ll), os quais sé&o
oxidados a Mn(lll), que por sua vez oxida substratos organicos como fendis,
aminas e corantes aromaticos (BANCI et al., 1999), catalisando ainda quebras de
ligacbes do Ca-C[3, oxidagdes do Ca e quebra de ligacdes aril-alquilicas de fendis
siringilicos diméricos B-1 e B-0-4 na estrutura da lignina (TUOR et a/., 1992).

Participa ainda de reagdes de descarboxilacdo e demetilacdo de ligninas
(GUTIERREZ et al., 1999), cloroligninas e substratos aromaticos (CAMARERO et
al., 2000); bem como do brangueamento da polpa Kraft por deslignificacdo
(KANEKO et al., 1995 e MOREIRA et al,, 1997).

O ciclo catalitico da enzima se assemelha ao ciclo da LiP, como
demonstrado na Figura 9. A formagdo do composto | ocorre pela oxidagdo do
Fe(lll) a Fe(IV) na presenga de H;O, . A reducdo deste compostos é feita via
transferéncia de um elétron. O ion Mn(ll) atua como doador de elétron para esta
etapa, originando ion Mn(lll) que se complexa com acidos organicos como
malonato e oxalato secretados por P. chrysosporium (WARIISHI et al, 1992 e
ZAPANTA & TIEN, 1997); citrato, lactato (GOODWIN et al, 1995) ou ainda
tartarato (MARTINEZ et al., 1996), ficando Mn(lll) estabilizado por quelacéo. Tal
complexo de acetoacidos com ions Mn(lll) difunde-se para catalisar oxidagdes de
compostos fenodlicos e corantes, gerando radicais fenoxila (WARIISHI et al,, 1992
e DE JONG et al,, 1994).
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Figura 9 - Ciclo catalitico da Manganés — peroxidase (CAMERON et al., 2000).

Pelo fato de MnP ser uma enzima extracelular, o suprimento de H,O, pode
também ser obtido pela oxidagdo do NADH. Porém, o excesso deste ativador
enzimatico, transforma o composto 1l em lll, com menor capacidade catalitica. O
ion Cu(ll) pode inibir a atividade de MnP por catalisar a reagdo de Mn(lll) com
H,O, (AITKEN & IRVINE, 1990).

A manganés-peroxidase tem sido detectada também em culturas de outros
fungos basidiomicetos de degradagdo branca como os géneros Bjerkandera,
Trametes, Pleurotus, Phlebia e Ceriporiopsis (HATTAKKA, 1994). As isoenzimas
de MnP, quando mutadas pela troca de aminoacidos, podem apresentar maior
resisténcia a inativagao por H,O; e estabilidade para temperatura e pH (READING
& AUST, 2000) ou ainda apresentar oxidacdo por uma maior variedade de
substratos, como a LiP (TIMOFEEVSKY et al., 2000).
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Diferentes isoenzimas de MnP foram purificadas e as sequéncias N-
terminais de diferentes fungos foram comparadas (PALMA et a/, 2000). Uma
importante diferenca para MnP produzida por Bjerkandera sp € a atividade
enzimatica independente de Mn(ll) em compostos aromaticos fendlicos e ndo-
fendlicos. Tal atividade também foi anunciada anteriormente para espécies de
Pleurotus por MARTINEZ e colaboradores (1996). Portanto, sugere-se dois tipos
de MnP: as estritamente dependentes de Mn(ll) e as que possuem afinidade mais

baixa ao ion.

2.5.3. Peroxidases (EC 1.11.1.7)

Peroxidases fungicas extracelulares envolvidas na degradagdo de material
ligninolitico ainda n&o foram bem caracterizadas; porém, n&o reagem com alcool
veratrilico como a LiP (DE JONG et al. 1994).

Suas atividades assemelham-se a da HRP (horseradish peroxidase),
responsavel pela oxidacéo de fenodis e hidroxilagdo de compostos aromaticos.
Porém, estdo presentes na degradagéo inicial de poluentes nao-fenélicos por
fungos de degradagéo branca (MAJCHERCZYK et al., 1998). Possuem potencial
degradacgéo de corantes, compostos clorados e dioxinas (ANTONOPQULOS et al.
2001).

S&o responséaveis também pela polimerizagéo dos precursores da lignina, do
acido humico e de produtos toxicos reativos da atividade de outras enzimas,
protegendo o micélio fungico (BOUDET, 2000).

Recentemente, uma nova peroxidase ligninolitica foi descrita para os
géneros Pleurotus e Bjerkandera, a qual possui as propriedades cataliticas de LiP
e MnP combinadas: capazes de oxidar o alcool veratrilico fendis, hidroquinonas e
alguns corantes na auséncia de Mn(ll), (CAMARERO et al, 2000).

s 7, o8
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2.5.4. Polifenoloxidases

A atividade de fenoloxidases extracelulares foi descoberta na década de 30,
em fungos de degradag&o branca. S&o enzimas oxidoredutoras que n&o requerem
H,O, como ativador da reacédo, divididas em dois grupos: lacases e tirosinases
(DURAN & ESPOSITO, 2000). Sao capazes de transformar compostos
aromaticos, metabdlicos da degradacéo de lignina e taninos (TAGGER et al,
1998).

As fenoloxidases possuem também a capacidade de polimerizar os
mondmeros resultantes da degradacgao da lignina, propriedade esta utilizada para
a polimerizagéo de polifendis na sintese de compostos organicos, porém, as
principais aplicagbes destas enzimas sao na detoxificagdo ambiental e no

biobranqueamento de efluentes nas industrias de polpa e papel.

2.5.4.1. Lacase ( benzenodiol: O, oxidoredutase - EC 1.10.3.2)

A lacase € uma fenoloxidase produzida por fungos e plantas
(THURSTON,1994), pertencendo ao grupo de oxidases que complexam o cobre.
Esta enzima foi descrita em apenas uma linhagem bacteriana isolada da rizosfera:
Azospirillum lipoferum (BALLY et al. , 1983). Possui massa molecular de 60-100
kDa e ions Cu(ll) no seu sitio ativo (SZKLARZ et al, 1989). E uma enzima
constitutiva, sendo produzida pelos fungos de degradagao branca no metabolismo
primario (EGGERT et al., 1996).

A lacase catalisa a redugao de oxigénio bimolecular para agua (Figura 10)
com simultanea oxidacgao via transferéncia de um elétron do grupo fendlico dos
compostos para radicais fenoxilas (MAJCHERCZYK et al,, 1998). A atividade de
lacase esta relacionada com a degradagao da lignina e com as subsequentes
transformacdes dos HAPs apos ataque inicial dos anéis aromaticos (COLLINS et
al., 1996).
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Figura 10 — Mecanismo de oxidagdo proposto para Lacase (SUGUMARAN & BOLTON, 1998).

A habilidade da lacase em quebrar ligagdes Ca-CB e de cadeia lateral dos
compostos modelos de lignina foi verificada anteriormente por KAWAI e
colaboradores em 1988. A aplicagdo desta enzima em sistema de polpa Kraft de
madeira dura resultou na demetilagdo e despolimerizacdo da polpa (CALL &
MUCKE, 1995). A oxidag&o de grupos metoxilados e benzil-alcoois a benzaldeidos
também foi verificada por POTTHAST e colaboradores (1995 e 1996).

Mondmeros precursores da lignina e diversos fendis sdo transformados pela
lacase de fungos de degradagao branca (TAGGER et al., 1998). Em tratamentos
de efluentes de industrias de polpa e papel, as lacases oxidam estruturas fendlicas
a quinonas, formando complexos insoluveis, faciimente removidos por precipitacédo
ou filtragdo (ALBERTI & KLIBANOQV, 1981). Lacase de Trametes versicolor (fungo
de degradagdo branca) foi capaz de degradar in vitro mais de 14 HAPs
(MAJCHERCZYK et al., 1998).

Esta enzima foi verificada em meio de cultivo de outros fungos ligninoliticos
dos géneros Trametes, Pleurotus e Plebia, Penicillium chrysogenum; exceto por
Phanerochaete chrysosporium (RODRIGUES et al., 1996).
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2.5.4.2. Tirosinase (tirosina i 4-hidroxifenilalanina:
oxidoredutase - EC 1.14.18.1 e o-difenoloxidase: oxidoredutase -
EC 1.10.3.1)

Esta enzima possui atividades de monofenol monooxigenase
(transformando monofenol a o-difenol) e o-difenoloxidase (oxidando o-difenol).
Atua em substratos fendlicos e catecdlicos a quinonas (KROL & BOLTON, 1997 e
SUGUMARAN & BOLTON, 1998), como demonstrado na Figura 11.

Possuem participagéo na redugéo da toxicidade destes compostos fendlicos
por reacgdes de polimerizagdo (THURSTON, 1994).

A imobilizagcéo da tirosinase para remediagcdo de compostos aromaticos em
presenca de coagulantes catidnicos possui a vantagem de reté-la no reator e
protegé-la contra inativagédo através de reagbes com quinonas (WADA et al,
1992).

H OH ) v W

OH
R1 R "1
" N\ P
R2 H R2 H R2 H
R3 R3 \ R3 ,/
Alquil-fenol Catecol Radical semi-quinona

0

R1
/
= ™\,
R3

o-quinona

Figura 11 - Mecanismo de atuagdo da Tirosinase (KROL & BOLTON, 1997).
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2.5.5. Enzimas produtoras de H,0,

Para o funcionamento do sistema enzimatico ligninolitico das peroxidases, o
H2O. deve ser suprido por outras enzimas extracelulares e intracelulares
produzidas durante o metabolismo secundario, simultaneamente com as enzimas
ligninoliticas.

As aril-alcoois-oxidases (AAOs) sdo enzimas extracelulares que oxidam
alcoois aromaticos a aldeidos e estes a acidos, com simultanea reducao do O, a
H202 em culturas de fungos de degradacgao branca: T. versicolor, P. sajor-caju, P.
ostreatus, P. eryngii e B. adusta (DE JONG et al., 1994 e EVANS et al., 1994).
Tais produtos oxidados nestes processos sao reciclados pelas desidrogenases
Intracelulares aril-aldeido e aril-alcool, como demonstrado na Figura 12.

Outras enzimas extracelulares produtoras de H,0,, glioxal-oxidase e metil-
glioxal, foram encontradas em cultura de fungos ligninoliticos por KERSTEN
(1985).

As enzimas intracelulares produtoras de H,QO, encontradas em fungos de
degradagao branca sao glicose-1-oxidas e glicose-2-oxidase (KELLEY & REDDY,
1986), piranose-2-oxidase, metanol-oxidase (NISHIDA & ERIKSSON, 1987) e acil-
CoA-oxidase. Compostos como glicose, xilose, glioxal, metil-glioxal sdo oxidados

para a geracao de H,O, (BARR & AUST, 1994).
H>O» 0O,
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Figura 12 - (a) Substratos utilizados pela
enzima aril-alcool-oxidase de Pleurotus eryngii CH20H ohe
(I:benzil-alcool; II: p-anisil-alcool: IlI: cinamil-
alcool;_ IV: 2-naftalenomet."emol-alcool5 V 2,3- NADIES o
hexadien-1-ol) na produgdo de peroxido de K\ <
hidrogénio (b) com reciclagem dos compostos AAD
pelas aril-alcool-desidrogenases intracelulares
(VARELA et al, 2000). OCHs HIFA OCHs
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2.6. Biorremediagao

Nas décadas passadas, a poluicdo dos solos era tratada utilizando
processos quimicos e fisicos dispendiosos como lavagem do solo, extragdo com
solventes e a incineragao.

O uso de microrganismos ou processos biologicos para eliminar ou reduzir a
concentragdo dos compostos xenobiéticos e perigosos no ambiente denomina-se
biorremediagéo, tecnologia alternativa viavel e atual, cada vez mais utilizada para
a detoxificagao ambiental (SEMPLE, 2001).

Frequentemente, a biorremediagéo deve atuar em ambientes multifasicos e
heterogéneos como os solos, onde os contaminantes estdo presentes em
associagao com particulas, dissolvidos nas fases liquida e gasosa deste sistema.
Devido a esta complexidade, o sucesso da remediacdo dependera de um enfoque
multidisciplinar, envolvendo microbiologia, quimica, engenharias, geologia,
ecologia, entre outros campos de pesquisa (BOOPATHY, 2000).

As técnicas de biorremediagdo podem ser realizadas tanto in situ como ex-
situ. Nos processos in situ, o tratamento de material contaminado é realizado no
proprio local, utilizando algumas técnicas como (segundo SEABRA, 2001):

» Bioaumento, adicionando-se microrganismos €exogenos no  meio
contaminado;

» Bioestimulacdo, com a finalidade de estimular a populagdo microbiana

natural com alguns nutrientes necessarios ao melhor crescimento;

> Bioventilagdo, que consiste na aeragdo for¢cada do local para a estimulagao

microbiana;

» “Land treatment” (tratamento do solo), onde ocorre aragem superficial para

revolvimento dos contaminantes e adicdo eventual de nutrientes para estimular

microrganismos indigenas,

»  Fitorremediacdo , utilizando plantas para remover, transferir, estabilizar e

destruir contaminantes organicos e inorganicos, entre outras.

A utilizacdo de processo ex-situ (com extragao do material contaminado do
local) é também bastante empregada na descontaminagéo ambiental através de

algumas das técnicas (segundo BOOPATHY, 2000):
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» ‘Landfarming”, sendo um processo bioldégico com utilizacdo de células
Impermeaveis onde o meio contaminado ¢ depositado e homogeneizado por
aragem;

~ Biopilhas, realizando escavagdes do solo e deposicdo em pilhas cobertas e
com controles de temperatura, umidade, pH, nutrientes e oxigénio, para a
estimulacao da degradag&o pelos microrganismos presentes no proprio solo a ser
biorremediado,

» Bioreatores , ocorrendo, entdo, processo de degradacéo in vitro realizado em
reatores ou em recipientes de grande volume:;

» Compostagem, que consiste em tratamentos termofilicos aerébios, utilizando
pilhas aeradas ou estaticas; entre outros processos.

A boa aceitabilidade destes processos naturais relativamente baratos para
remediar o ambiente, quando comparado aos processos quimicos, bem como a
facilidade de poder estar trabalhando no préprio local contaminado s&o vantagens
da biorremediagédo. Porém, varios compostos clorados, aromaticos de altos pesos
moleculares e metais pesados podem ser resistentes a degradacao. E ainda, a
incerteza sobre a formag&o de produtos inertes ou mais téxicos que 0s proprios
compostos xenobidticos a serem tratados sdo desvantagens da biorremediacgao,
necessitando de maiores pesquisas.

A utilizagdo de fungos ligninoliticos ou do proprio sistema enzimatico
produzido para a degradagdo dos contaminantes é considerada uma técnica de
biorremediacéo in situ ou ex-situ (SEABRA, 2001). Os fungos capazes de
remediar locais inéspitos sob baixa oxigenacdo pode vir a ser uma alternativa
promissora para diminuir os custos do processo.

A grande variedade de contaminantes orgénicos e inorganicos que
necessitam serem transformados em compostos menos téxicos e inertes, na
auséncia de oxigénio, sugere processos micro e anaerobios in situ com potencial

aplicagao para biorremediagdes futuras (SEABRA, 2001).
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2.7. Biodegradagao em ambientes microaerébio e anaerdébio

A degradacdo de compostos aromaticos toxicos pode ocorrer tanto
aerobicamente quanto anaerobicamente (NIELSON, 1990 e HAGGBLOOM, 1992),
uma vez que ha ocorréncia de contaminagbes por estes compostos em varias
camadas profundas do solo, onde a concentracdo de O € limitada. E de se
esperar que a procura de microrganismos capazes de degradarem xenobidticos
com a presenca restrita e ou sem a presenca de O, seja de grande importancia.

A transformacdo de poluentes recalcitrantes complexos sob condi¢ao
anaerobia por bactérias anaerdbias facultativas e redutoras de nitrato, ferro,
manganés e sulfato é realizada em menor intensidade guando comparada com a
degradac&o aerdbia dos mesmos compostos (GRISHCHENKOQV et al., 2000).

Os microrganismos microaerébios e anaerdbios encontrados em locais de
baixa concentracdo ou auséncia de O podem biotransformar uma grande
variedade de contaminantes organicos e inorganicos (COATES & ANDERSON,
2000). Processos anaerdbios in situ podem ser tratamentos alternativos e ainda
complementares para remediacdo de contaminantes recalcitrantes nas regides de
dificil acesso as técnicas aerdbias (FIELD et al., 1995).

O metabolismo de degradacdo anaerébia de compostos aromaticos & restrito
aqueles de menores pesos moleculares. Em condi¢ao anaerodbia, os HAPs tendem
a serem mais estaveis ao ataque inicial dos nucleos aromaticos, devido a
auséncia de oxigénio (HEIDER & FUCHS, 1997; ROCKNE & STRAND, 1998).

Sob condigdo microaerobia, ha a liberagéo de produtos parcialmente oxidados
(CHU et al, 1996). Os microrganismos que sa0 capazes de degradarem HAPs,
anaerobicamente, sdo divididos em anaerdbios facultativos (redutores de nitrato,
ferro e manganés) e os anaerobios restritos (redutores de sulfato), possuindo
vantagens quanto a utilizacdo dos aceptores finais de elétrons (McRAE & HALL,
1998: HEIDER & FUCHS, 1997). Os aceptores alternativos de elétrons, nesta
condigdo, estimulam a remediagdo in situ de contaminantes do petroleo em
sedimentos aquifero e em camadas profundas do solo (COATES & ANDERSON,
2000).
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A degradacdo anaerdbia de HAPs pode aumentar com a presenca de
sulfato-redutor como aceptor final de elétrons como reportado por JOHNSON &
GHOSH (1998); enquanto que a adicdo de nitrato-redutor para a mesma funcéo
nao afeta a biodegradabilidade dos HAPs. A degradagéo de HAPs em sedimentos
marinhos contaminados por petréleo pode ser realizada através de reducado por
sulfato (COATES et al. 1997). ROCKNE & STRAND (2000), por sua vez,
verificaram a mineralizacdo de hidrocarbonetos aromaticos biciclicos e policiclicos,
utilizados como Unicas fontes de carbono e energia, por culturas redutoras de
nitrato, produzindo N,O.

Consorcios bacterianos anaerdbios (CHANG et al., 1996), tém mostrado
sucesso na degradagcdo de clorofendis, clorobenzenos e hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos; porém, pouco se sabe ainda a respeito de oxidacdo de
HAPs com mais de 4 anéis aromaticos (GALLI, 1994).

Pela acdo bacteriana, os poluentes aroméaticos sdo convertidos em
compostos intermediarios centrais polifendlicos (floroglucinol, resorcinol,
hidroquinol — Figura 13) e benzoil-CoA (Figuras 14a e 14b), intermediario comum
na maioria dos catabolismos anaerdbios de compostos aromaticos (HEIDER et al.,
1999).
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Figura 13 - Degradagéo anaerobia de alguns compostos polifenélicos provenientes de compostos
poliaromaticos (HEIDER & FUCHS, 1997).
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As sucessivas reducdes destes compostos a compostos nao-aromaticos,
originam acetil-CoA e CO, (HENDER & FUNCHS, 1997). Uma vez originando
acetil-CoA, participam da rota respiratéria e do anabolismo de varias outras
substancias necessarias para a célula.
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Figura 14 - (a) Biotransformacao anaerobia de compostos aromaticos via benzoil-CoA; (b) Rota
de degradacao do benzoil-CoA (HEIDER & FUCHS, 1997).
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HEIDER e colaboradores (1998), relataram o uso de consdrcio bacteriano
anaerobio (bactérias redutoras de nitrato e sulfato) capaz de degradar diferentes
hidrocarbonetos monoaromaticos. No entanto, ha poucos trabalhos descritos na
literatura envolvendo degradagéo de HAPs por uma cultura anaerébia pura.

As concentragcbes de oxigénio dentro dos troncos de arvores sdo
extremamente baixas e a decomposicdo dos troncos caidos em florestas
chuvosas ¢é efetiva em ambiente de baixa oxigenagdo. Uma vez que a maioria dos
fungos nao apresenta sistema ligninolitico capaz de tolerar baixas concentragdes
de oxigénio, algum mecanismo desconhecido é responsavel pela liberacdo do
oxigénio necessario para as reagdes oxidativas envolvidas na degradagédo da
lignina e de compostos poluentes em ambiente com baixa concentracdo de
oxigénio. Portanto, fungos podem desenvolver adaptacées durante o processo de
crescimento, responsaveis pela tolerdncia a alguma condicdo extrema
(BLANCHETTE, 1991).

DURRANT e colaboradores (1994, 1995 e 1996), estudaram fungos
microaerobios isolados de habitats com baixa concentragdo de O, tais como solos
alagados ou com excesso de umidade, pantanos, sedimentos de rios. aguas
estagnadas e algumas linhagens foram capazes de fermentar a celulose sob
condi¢bes anaerdbias. A capacidade de degradacdo da celulose, hemicelulose e
compostos derivados da lignina por fungos em condicdes aerdbia e microaerodbia,
com produgéo de celulases, xilanases e enzimas lignoceluloliticas foi verificada
por PAVARINA (1997).

Tais pesquisas foram de grande relevancia em relagéo a biodegradacéo em
ambientes andxicos e de baixa oxigenacdo, uma vez que esses fungos crescem
em condigOes variadas de oxigénio, participando mais ativamente na degradacédo

de contaminantes.
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3. OBJETIVOS

Estudar a degradagdo de compostos organicos recalcitrantes como o0s
HAPs e macromoléculas aromaticas como acido lignosulfénico e acido tanico por

fungos sob condigdes microaerdbia e anaerobia.

3.1. Em condigdo microaerobia:

» Cultivar linhagens fungicas em HAPs de baixo, médio e altas massas
molares, acido lignosulfénico e acido tanico;

» Determinar as atividades de enzimas ligninoliticas (LiP, MnP, peroxidase e
lacase) das linhagens crescidas em &cido lignosulfénico e acido tanico;

» Determinar as atividades de enzimas ligninoliticas (LiP, MnP, peroxidase,
lacase, tirosinase) e produgdo de biosurfactantes das linhagens crescidas
em HAPs;

» Selecionar linhagens fungicas quanto aos melhores crescimentos
apresentados para a maioria das fontes de carbono utilizadas;

» Verificar a degradagédo destes compostos pelas linhagens selecionadas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

3. 2. Emcondigdo anaerdbia

» Cultivar as linhagens fungicas selecionadas, utilizando-se as mesmas
fontes de carbono anteriores;

» Determinar as atividades de enzimas ligninoliticas (LiP, MnP, peroxidase e
lacase) das linhagens crescidas em &cido lignosulfénico e acido tanico;

> Determinar as atividades de enzimas ligninoliticas (LiP, MnP, peroxidase,
lacase, tirosinase) e produgéo de biosurfactantes das linhagens crescidas
em HAPs;

» Verificar a degradacédo destes compostos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Linhagens utilizadas

Foram utilizadas 19 linhagens de fungos pertencentes ao Laboratério de
Fisiologia e Sistematica Microbiana do Departamento de Ciéncia de Alimentos —
FEA - UNICAMP: 20, LH5, FUS (Fusarium oxysporum), LD (Geotrichum terrestre);
as linhagens Q10 (Trichocladium canadenses) e H2 (basidiomiceto) isoladas sob
condicdo anaerébia por DURRANT et al. (1995); 710 (Achremonium sp), 870
(Trichoderma sp), 984 (Aspergillus sp) e 1040 (Verticillum sp), provenientes da
Reserva Ecoldgica de Juréia-ltatins entre o Litoral de SP e PR, as quais foram
identificadas por CLEMENTE (2002): e as linhagens néo identificadas: 480, 490,
582, 756, 801, 837, 897, 1039 e 1051.

4. 2. Manutencao das linhagens e cultivo dos microrganismos

As linhagens de fungos foram cultivadas em tubos de rosca com meio GYP
(composto de 2% de glicose; 0,5% de extrato de levedura; 1% de peptona e 1%
de Agar) e meio PDA ( Agar Batata Dextrose), mantidas refrigeradas de 4-10° C.

As linhagens foram cultivadas a 30° C em placas de Petri contendo GYP ou
PDA até atingirem crescimento em toda superficie da placa, estando prontas para
o0 indculo.

Para o cultivo das linhagens em meio liquido, uma amostra do meio de
cultura em placa de 3X1 cm? de area foi transferida, assepticamente, para frascos
de Erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de meio liquido de sais de acordo com

a Tabela 1.

-36-



Material e Métodos

4. 3. Condicdes de cultivo em microaerobiose

4. 3. 1. Meio de cultivo e controles abioéticos

Os controles abidticos foram realizados em frascos contendo o meio liquido
de sais (Tabela 1) e as respectivas fontes de carbono, porém, sem 0 inoculo. A

incubacdo ocorreu nas mesmas condigdes de cultivo das linhagens.

Tabela 1 - Composigdo do meio liquido basico por Litro (pH 5,5-6,0)

Compostos Concentragao por Litro
KH2P04 1,00 g

(NH4) 2HPO4 05049

CaCl 0,30 g
L-cisteina — HCI 1,00 g
Risazurina 1,00 mL
Solugéo de sais"’ 1,00 mL
Soluc&o de vitaminas'’ 0,5mL

(*) solugdo de sais minerais: tartarato de aménio (0,22 g/L); sulfato de manganés (0,66 g/L); sulfato
de ferro (0,15 g/L); sulfato de cobalto (0,10 g/L); sulfato de zinco (0,10 g/L); sulfato de cobre (0,64
g/L) e sulfato de aluminio-potassio (10,0 mg/L).

(**) solugéo de vitaminas: tiamina HCI (5,0 mg/L); biotina (2,0 mg/L); acido nicotinico (5,0 mg/L);
cianocobalamina (0,1 mg/L); acido fdlico (2,0 mg/L); riboflavina (5,0 mg/L); piridoxina - HCI (10,0
mg/L); DL- pantetonato Ca'? (5,0 mg/L) e &cido tiético (5,0 mg/L).

Obs.: As solugbes de sais e de vitaminas foram esterilizadas por filtragdo em membrana Millipore
0,22um e mantidas sob refrigeracdo de 4-10° C. Posteriormente foram adicionadas a cada

Erlenmeyer, obedecendo a concentragéo indicada na Tabela 1.

Todos os experimentos com as linhagens e seus respectivos controles

foram realizados em duplicata.

- i



Material e Métodos

4. 3. 2. Fontes de carbono

Foram utilizados como fontes de carbono os seguintes compostos:
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos — naftaleno e fenantreno (0,5% miv);
criseno, perileno, naftol [23-a] pireno e decacicleno (0,05% ml/v); &acido

lignosulfénico e acido tanico (0,2% mlv).

4. 3. 3. Geragao de microaerofilia

Além da reducdo de oxigénio no meio de cultivo pela presenca de L-
cisteina-HCI e utilizacdo da rezasurina como corante indicador desta redugéo, os
Erlenmeyers foram incubados em caixa hermeticamente fechada, utilizando-se
uma placa de microaerobacter (PROBAC) por 25 L de volume de caixa,
proporcionando uma atmosfera de microaerobiose (5-15% de Oz e 10% de CO,),

As linhagens foram incubadas a 30° C durante 3, 6, 12, 18, 24 e 30 dias.

Apos os periodos de incubacdo, o meio de cultivo com as fontes de carbono
e as linhagens crescidas foram centrifugados a 57.770g durante 15 minutos a 4°C
€ 0s sobrenadantes foram armazenados sob congelamento a —20° C e utilizados

na determinagdo das enzimas ligninoliticas e producgéo de biosurfactantes.

4.3.4. Determinagao do crescimento das linhagens

Os crescimentos visuais dos fungos para cada dia de cultivo em frascos
com as respectivas fontes de carbono foram observados e determinados de
acordo com um padrdo adaptado da ASTM (American Society for testing
materials) Stardard Methods G21-90 (1990), apresentando as seguintes faixas de
crescimento: ausente (-), pouco crescimento (+), moderado crescimento (+) e

otimo crescimento (+++).
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4. 3. 5. Determinacao do pH e verificagcao da alteragao de cor do

meio de cultivo

Apds observagao do crescimento das linhagens, foram medidos os valores
de pH dos meios de cultivo de cada frasco (em pHmetro MICRONAL, previamente
calibrado) e verificou-se as alteragdes de cores dos meios de cultivo atribuido ao

crescimento das linhagens no meio de cultura.

4.3.6. Determinacdo das atividades de enzimas ligninoliticas
4.3.6.1. Lignina-Peroxidase (LiP)

A atividade de lignina-peroxidase foi determinada, segundo TIEN & KIRK
(1984), pela oxidacéo do alcool veratrilico (ga10 = 9300 M" ecm™). Transferiu-se 0,6
mL de sobrenadante de cultura em cubeta de espectrofotdbmetro; em seguida,
adicionou-se 0,2 mL de H»>02 (2mM) e 0,20 mL de alcool veratrilico (2mM) em
tampao tartarato de sodio (0,4 mol.L™") - pH 3,0-4,0. Acompanhou-se a oxidag&o
do alcool veratrilico pela medida de absorbancia a 310nm em espectrofotdmetro
UV-VIS Shimadzu (UV-1201) durante 10 minutos a temperatura ambiente. A

unidade de atividade enzimatica foi definida como U/L.min.

4.3.6.2. Manganés- Peroxidase (MnP)

A atividade enzimatica de manganés-peroxidase foi analisada, segundo
KUWAHARA et al. (1984 — modificado), através da oxidagdo do vermelho de fenol
(es10= 4460 M cm™) na presenca de Mn*? e perdxido de hidrogénio. Transferiu-se
0.5 mL de sobrenadante de cultura em cubeta de espectrofotdmetro; adicionou-se

em seguida 0,1 mL de lactato de sédio (0,25 mol.L™"); 0,2 mL de albumina bovina
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(0,5%); 0,05 mL de sulfato de manganés (2mM) e 0,05 mL de peroxido de
hidrogénio (2mM) em tamp&o succinato de sédio (20mM - pH 45) e
posteriormente 0,1 mL de solugdo 0,1% de vermelho de fenol.

Cada cubeta foi incubada a 30° C por 5 minutos e a reacgo foi interrompida
pela adicdo de 40 pL de NaOH (2N). Em seguida, a absorbancia da amostra foi
medida em espectrofotometro UV-VIS a 610 nm. A unidade de atividade
enzimatica foi definida como U/L.min.

Para controle utilizou-se sobrenadante de cultura tratado durante 30 minutos
a 100° C, em lugar da amostra e a reacdo foi analisada utilizando a mesma

metodologia descrita anteriormente.

4.3.6.3. Peroxidase

A atividade de peroxidase foi determinada de acordo com o método descrito
por SZKLARZ et al, (1989 — modificado). Transferiu-se 0,6 mL de caldo
enzimatico para cubeta de espectrofotdmetro: em seguida, adicionou-se 0,1 mL de
substrato siringaldazina em etanol (1 mM; esxs = 65000 M cm™): 0,2 mL de
tampa&o citrato fosfato (0,05 mol.L™") em pH 5,0 € 0.1 mL de perdxido de hidrogénio
(2mM). A absorbancia foi lida apés 10 minutos de reacao a temperatura ambiente,
em espectrofotdbmetro UV/VIS em 525 nm, tendo sua atividade enzimatica

expressa em U/L.min.

4.3.6.4. Lacase

A atividade de lacase foi determinada segundo o método de SZKLARZ et al,
(1989 - modificado). Uma amostra de 0,6 mL de sobrenadante do meio de cultura
foi transferido para cubeta de espectrofotémetro; em seguida, adicionado 0,1 mL
de siringaldazina (1mM) em etanol; 0,2 mL de tampao citrato fosfato (0,05 mol.L™")
em pH 5,0 e 0,1 mL de agua destilada.
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A oxidacdo da siringaldazina (esps = 65000 M cm™) até sua forma quinona
foi acompanhada em 10 minutos de reag@o a temperatura ambiente e tendo sua

absorbancia lida em espectrofotdmetro UV-VIS a 525 nm. A atividade enzimética

foi expressa em U/L.min.

4.3.6.5. Tirosinase

A atividade de tirosinase foi determinada segundo SUGUMARAN &
BOLTON (1998 — modificado), utilizando-se 0,1 mL de L- tirosina (1,0mM) como
substrato: sua oxidacdo em 0,6 mL de caldo enzimatico e 0,2 mL de tampao
fosfato (pH 7,0) a dihidroxifenilalanina foi acompanhada pelo aumento da
absorbancia a 280 nm por 10 minutos a temperatura ambiente, tendo sua

atividade expressa em U/L.min.
Todas as atividades enzimaticas foram calculadas de acordo com a

equacéo a seguir, sendo uma unidade de atividade enzimatica (U) a oxidacao de 1
umol de substrato por minuto de reagao :

Atividade enzimatica (U/Lmin) = A Abs x 10°

eXRxt

Onde: A Abs.: abs. final — abs. inicial
10°%: conversdo de medida para Litro
£: coeficiente de absor¢éo molar
R: volume de sobrenadante de cultura
T: tempo de reagéo (min)
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4. 3.7. PRODUGAO DE BIOSURFACTANTES

4.3.7.1. Determinacado de emulsificacao 6leo em agua (0O/A)

A atividade de emulsificacdo O/A (Figura 15a) foi determinada segundo
CARVALHO et al. (1996). Em tubo de ensaio 16 x 125 mm foram adicionados 3,5
mL caldo de cultura livre de células e 2 mL de tolueno, sendo agitados
vigorosamente por 1 minuto em vortex.

A primeira leitura em espectrofotémetro a 610 nm foi realizada antes da
agitacéo e utilizada como branco. ApOs repouso de 1 hora, realizou-se a segunda
leitura. A diferenga das densidades éticas detectadas descreveu-se como sendo
atividade de emulsificacdao O/A.

: . = Halo (cm)
j tolueno :

Abs. 610
sc*

(a) (b)

Figura 15 — Formagéo de emulsdes (A) 6leo em agua e (B) agua em Gleo por microrganismos
SC* - sobrenadante de cultura

4.3.7.2. Determinacao de emulsificacdo agua em éleo (A/O)

ApOs 24 horas da agitagéo do tubo contendo tolueno e o caldo de cultura em
vortex, mediu-se o halo da emuls&o A/O (Figura 15b) em centimetros, segundo
COOPER & GOLDENBERG (1987). O tamanho do halo (em centimetros) de
emulsificacdo A/O corresponde & capacidade de estabilidade do bioemulsificante
produzido pelas amostras (BRODERICK & COONEY, 1981).
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4.4. Selecao das linhagens

Apbs cada periodo de incubagdo em microaerobiose com cada fonte de
carbono utilizada, as linhagens foram observadas quanto ao crescimento visual
apresentado.

A selecdo foi realizada de acordo com os melhores crescimentos para a
maioria das fontes de carbono. As linhagens selecionadas foram, entao,

incubadas em sistema anaerobio.

4.5.Condicdes de cultivo em anaerobiose

As linhagens selecionadas anteriormente sob condi¢do microaerdbia foram
incubadas com o meio descrito no item 4.3.1, nas mesmas condi¢bes de cultivo
descritas no item 4.3.3 e com as mesmas fontes de carbono do item 4.3.2, porém
utilizando-se jarras herméticas de 2,5 L contendo uma placa de anaerobacter
(PROBAC) por jarra e uma fita indicadora (azul de metileno) de reducdo do Oz na
atmosfera do sistema.

A reacdo de oOxido-redugdo ocorrida na placa de anaerobiose apos
acréscimo de agua proporcionou um ambiente de 9-13% de COz e auséncia de

0,, reduzindo o azul de metileno da fita a azul de leucometileno, incolor.

As observacoes do crescimento das linhagens foram realizadas apos 30 e 40

dias de cultivo, de acordo com o item 4.3.4 .
O conteido dos Erlenmeyers que apresentaram crescimentos foram

centrifugados por 15 minutos a 57770g e 4° C, sendo os sobrenadantes estocados

a —20°C para andlises enzimaticas e determinag&o de biosurfactantes.
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4.5.1. Determinacdo das atividades de enzimas ligninoliticas

As atividades enzimaticas foram determinadas de acordo com o item 4.3.6.

4.5.2. Produgdao de biosurfactantes

A verificacdo de formacdo de emulsées A/O e OJ/A foram realizadas de
acordo com o item 4.3.7, descrito anteriormente.

4. 6. Degradacao dos compostos organicos recalcitrantes por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE):

A verificagdo da porcentagem de degradacdo dos compostos presentes no
sobrenadante das culturas foi realizada por CLAE, comparando-se a area dos
picos das amostras com a drea dos respectivos controles abiéticos, com o objetivo
de determinar apenas a degradacio qualitativa das fontes de carbono.

Para cada fonte de carbono analisada foram realizadas curvas de
calibracao com o objetivo de testar a repetibilidade do cromatografo. As curvas de
calibracao foram feitas, utilizando concentragbes conhecidas do composto
(abscissa) pelas areas dos picos detectados (ordenada), referente a cada
concentracao do composto.

O cromatagrafo utilizado foi 0 modelo Shimadzu C-R7A com coluna de fase
reversa Microsorb C18, MV-100 (VARIAN), com tamanho de particulas de 5um e

dimensdes de 15 cm x 4,6 mm.
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4.6.1. Analise cromatografica

4.6.1.1. Degradacao dos Hidrocarbonetos Aromaticos

Policiclicos

Os HAPs foram extraidos (segundo LAUNEN et al., 1995) com acetato de
etila (v/v) em funil de separagdo. As amostras foram concentradas em evaporador
rotatério e ressuspensas em 30 mL de acetonitrila; com injecdo de 20 uL no
cromatografo.

As condicdes cromatograficas foram: fase mével acetonitrila : agua (70:30
v/v) para naftaleno e fenantreno (injetados em diluicao 1:10); vazéo de 0,6 mL/min;
detecgédo U.V. a 254 nm.

Para a andlise de criseno, perileno e naftol[2,3-a]pireno foi utilizado a
mesma fase movel e o mesmo comprimento de onda para detecgao dos picos,
porém, na vazao de 1 mL/min.

Para decacicleno, foi utilizada a vazdo de 1 mL/min; detecgdo em U.V. a
254 nm e fase movel acetonitrila : agua na proporgéo 90:10 (v/v).

4.6.1.2. Degradagédo do Acido Lignosulfénico

Para a verificacdo da degradagdo do &cido lignosulfonico, injetou-se no
cromatografo, 20 uL de amostras tratadas do controle e das linhagens, na diluicao
1:20 e filtradas em membrana de nitrocelulose 0,22um.

As condicdes cromatogréficas foram: fase moével metanol: agua (30:70 v/v);

fluxo de 0,1 mL/min; detector U.V. em 254 nm.
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4. 6. 1. 3. Degradacio do Acido Tanico

O &cido tanico foi extraido (segundo GAATHON et al, 1989 — modificado)
pelo tratamento de 5 mL do sobrenadante com 5 mL de propanol em heptano
(5%). O acido ténico precipitado foi separado por centrifugagéo a 57770g por 15
minutos a 4° C. As amostras foram evaporadas sob fluxo de nitrogénio, sendo
reconstituidas com 12,5 mL da fase mével metanol: 4gua (na proporgdo 30:70 -
viv).

ApGs este processo, as amostras foram filtradas em membrana de
nitrocelulose 0,22um, sendo injetados 20 uL de cada amostra (diluidas 1:20) no
cromatografo, utilizando-se as seguintes condicoes cromatograficas: fase movel

metanol : agua (30:70 v/v); vazdo de 0,2 mL/min e detector U.V. em 254 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. CONDICAO MICROAEROBIA

5.1.1. Naftaleno

5.1.1.1. Crescimento das linhagens em naftaleno

Os crescimentos das

apresentados na Tabela 2.

linhagens em naftaleno 0,5%

PARTE |

(m/v) estédo

Tabela 2 — Crescimento das linhagens em naftaleno 0,5% (m/v) sob condigdo microaerobia.

Linhagens 3 dias 6 dias 12 dias 18 dias 24 dias 30 dias pH final
480 + + + 4 + + 5,30
490 + * & + + * 4,60
582 ¥ + + + o + 5,60
710 + * + + + + 5,66
756 + + + i + * 5,20
801 + + * + + + 5,65
837 + + + + + + 510
870 + + + + + 6,10
897 - * + + # + 525
984 * & * + * + 5,15
1039 + i + + + + 5,60
1040 + + + ++ ++ ++ 5,30
1051 + + + + + + 5,30
20 + + + + + + 4,90
FUS + + + ++ ++ ++ 5,00
H2 + + + + + + 6,00
LHS + + + + + + 5,70
LD + + + + + ++ 6,25
Q10 + + + 4 o+ ++ 4,98

(-) auséncia de crescimento / (+) pouco crescimento com pequena turvagédo e fragmentos de

micélio partindo do indculo ou soltos no meio / (++) moderado crescimento com surgimento de

“pellet” fino na superficie ou ao fundo, aderido ou ndo no inoculo / (+++) otimo crescimento de
massa micelial da metade a todo o frasco (adaptado da ASTM Standards G21-90, 1990).
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De acordo com a Tabela 2, destacam-se os crescimentos moderados (++)
das linhagens 1040 e FUS em naftaleno, a partir do 18° dia de cultivo; a linhagem
Q10 a partir do 24° dia e LD em 30 dias de cultivo. Nenhuma linhagem apresentou
crescimento 6timo (+++) nesta fonte de carbono e todas elas, com excecgéo das ja
mencionadas n&o apresentaram aumento do crescimento durante o periodo, fato
este, possivelmente ocasionado por um efeito toxico ao crescimento, devido a

uma maior disponibilidade do composto a célula (McNALLY et al., 1999).

Os valores de pH neste periodo variaram de 4,5 a 6,5 (pH inicial 5,5-6,0),
apresentando acidificagdo decorrente do metabolismo fungico (INGOLD &
HUDSON, 1993). A alteracdo de cores dos meios de cultivo foi observada para
algumas linhagens, de incolor antes da incubag&o para amarelo (582, 870, 1051,
LD), bege (1039, 1040, H2, FUS) e ainda levemente marrom (984),
provavelmente, pela presenca de produtos de degradagdo enzimatica
(MOROHOSHI, 1991) ou reacdo de tais produtos com o meio de cultivo,
originando coloracées nos meios.

-48-



Resultados e discussoes

5.1.1. 2. Atividades de enzimas ligninoliticas em naftaleno

» Lignina — peroxidase
De acordo com a Tabela 3, observam-se maiores valores de LiP ja no 3° dia
de cultivo, para as linhagens 801 e LHS (2,36 e 3,71 U/L.min, respectivamente). A
maioria das linhagens nédo apresentou atividades de LiP durante o periodo de
cultivo.
CLEMENTE et al. (2001) determinaram valores inferiores de LiP (até 0,18
U/L.min) em 6 e 10 dias de cultivo, utilizando esta mesma fonte de carbono a 0,5%

(m/v) em condi¢c&o aerdbia.

» Manganés — peroxidase
A maioria das linhagens apresentou maiores valores de MnP no 18° dia de

cultivo. Porém, as linhagens 480 (26,41U/L.min), 490 (14,21U/L.min), LD
(14,53U/L.min) e Q10 (16,25U/L.min), apresentaram maiores atividades de MnP
no 24° dia, quando comparadas com as demais linhagens.

As linhagens n&o produziram atividade de MnP apdés 3 dias de cultivo
contendo naftaleno.

Valores semelhantes aos da maioria das linhagens (Tabela 3) foram obtidos
por CLEMENTE et al. (1997) utilizando naftaleno 0,5% em sistema aerobio.

» Peroxidase
Com relacéo aos dados da Tabela 3, a maioria das linhagens apresentou
maiores valores de peroxidase nos 12° e 18° dias de cultivo, destacando-se
atividades da linhagem 1039 no 12° dia de cultivo (1,17U/L.min), 1051 (0,80
U/L.min) e LD (0,73 U/L.min) no 18° dia.
No 30° dia de cultivo as linhagens ja ndo apresentaram mais atividade de

peroxidase, exceto Q10 (0,49 U/L.min).
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» Lacase

A Tabela 4 ilustra que a maioria das linhagens apresentou valores maiores

de lacase no 6° dia de cultivo, destacando-se as linhagens 1039, 1051 e FUS com

valores de lacase (0,50; 0,96 e 0,86 U/L.min, respectivamente). Os fungos

utilizados por CLEMENTE et al. (2001) apresentaram, em 6 dias de cultivo,

atividades de lacase semelhantes quando cultivados naftaleno 0,5% em sistema
aerdbio.

No 30° dia, mais da metade das linhagens ndo apresentaram atividade de

lacase.

~ Tirosinase
A atividade desta enzima foi apresentada pelas linhagens H2 (0,49 U/L.min)
no 12° dia e 490 (0,39 U/L.min) no 30° dia de cultivo. Os valores de tirosinase
observados na Tabela 4 foram inferiores aos apresentados pelas demais enzimas

nesta mesma fonte de carbono.

Em relacéo as linhagens que apresentaram melhores crescimentos em
naftaleno (1040, Q10 e FUS), estas também apresentaram maiores atividades de
MnP, peroxidase e lacase, tendo apenas FUS e Q10 apresentado maiores

resultados para tirosinase.
5.1.1.3. Atividade de biosurfactantes

Observa-se na Tabela 5, que emulsdes O/A (medida pela absorbéncia a
610 nm) foram produzidas em todos os dias analisados pela maioria das

linhagens. Em relag&o as linhagens que apresentaram melhores crescimentos em

naftaleno, FUS e Q10 produziram emulsées A/O (tamanho do halo).
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5.1. 2. Fenantreno

5.1.2. 1. Crescimento das linhagens em fenantreno

Os resultados dos crescimentos visuais das linhagens em fenantreno 0,5% (m/v)

estao descritos na Tabela 6.

Tabela 6 — Crescimento das linhagens em fenantreno 0,5% (m/v) sob condicdo microaerobia.

Linhagens 3 dias 6 dias 12 dias 18 dias 24 dias 30 dias pH final
480 + + + + + + 4,47
490 + + + = + + 4. 44
582 + + + + -+ + 5,97
710 + - ++ ++ ++ ++ 5,40
756 + + + + + + s
801 - + + + + + 837
837 + + - + + + 47
870 + + + + + + 4,88
897 + + + + + + 2.91
984 + + + + ++ o 5,60
1039 + + - + + ++ 873
1040 + ++ +++ +++ +++ +++ 4,88
1051 + + ++ ++ ++ ++ 518
20 + + + ++ ++ e+ 6,32
FUS + 5 + + ++ ++ 5,40
H2 + + + + + + 6,30
LH5 + + + + + ++ 5,75
LD + + + + ++ ++ 5,70
Q10 + + ++ ++ ++ +++ 4,58

(+) pouco crescimento com pequena turvagéo e fragmentos de micélio partindo do indculo ou soltos no
meio / (++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na superficie ou ao fundo, aderido ou
nao no inbculo / (+++) 6timo crescimento de massa micelial da metade a todo o frasco (adaptado da
ASTM Standards G21-90, 1990).

-54-



Resultados e discussoes

De acordo com a Tabela 6, todas as linhagens apresentaram crescimentos em
todos os dias analisados. A linhagem 1040 apresentou crescimento otimo (+++) a partir
do 12° dia de cultivo e a linhagem Q10, em 30 dias.

Os crescimentos das linhagens neste HAP (3 anéis) foram superiores aos
apresentados em meio contendo naftaleno (2 anéis), ambos na mesma concentracao
de 0,5% (ml/v), devido & uma maior disponibilidade do HAP de menor massa molar a
célula do fungo por ser menos insoltvel no meio, podendo causar alguma inibicéo de
crescimento por efeito toxico (McNALLY et al., 1999).

Algumas linhagens apresentaram acidificagdo do meio de cultivo no decorrer do

periodo, provavelmente, metabdlitos produzidos pelos fungos durante o crescimento.

Os meios de cultivo com as linhagens 480, 870 e FUS apresentaram coloragao
levemente amarela; 582 apresentou coloragdo amarelo intenso; 1039, H2 e LD
coloragdo bege e 984, levemente marrom. A mudanca de cor dos meios pode ser
atribuida, provavelmente, pela presenca de produtos de degradagdo enzimatica

(MOROHOSHI, 1991) ou reagéo de tais produtos com o meio de cultivo.

UNICAMP
B BIBLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTE
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5.1.2.2. Atividades de enzimas ligninoliticas em fenantreno

~ Lignina — peroxidase

Observa-se na Tabela 7 que as linhagens 20, FUS, LD e Q10 apresentaram
atividades em quase todos os dias de cultivo (0,2 — 1,2 U/L.min). N&o foram produzidas
atividades de LiP pra a maioria das linhagens durante o periodo de cultivo analisado.

De um modo geral, os resultados desta atividade para fenantreno foram
semelhantes aos observados para naftaleno.

CLEMENTE e colaboradores (1997) verificaram atividade de LiP inferiores (0,02
— 0,7 U/L.min) utilizando fenantreno em concentragdo menor (0,3% m/v) sob sistema
aerodbio.

~ Manganés - peroxidase

De acordo com a Tabela 7, a maioria das linhagens apresentou maiores
producdes de MnP (1,5 — 23 U/L.min) no 18° dia de cultivo. No 3° dia de cultivo ndo
houve producéo de MnP pelas linhagens.

Os valores de atividade desta enzima apresentados para fenantreno foram
semelhantes aos observados para naftaleno.

CLEMENTE et al. (1997) obtiveram valores de MnP inferiores (1,5-8,3 U/L.min)
cultivando fungos em fenantreno 0,3% sob aerobiose, em relagdo aos resultados

obtidos neste presente trabalho.

~ Peroxidase
No 3° dia de cultivo, todas as linhagens apresentaram atividade de peroxidase. A
maioria das linhagens apresentou valores aproximados de peroxidase nos primeiros
dias de cultivo analisados.
De um modo geral, as linhagens apresentaram diminuicdo da atividade de
peroxidase no decorrer dos dias de cultivo, estando ausente no 30° dia para quase

todas elas.

-56-



Resultados e discussoes

Tais valores de atividades observados foram superiores aos analisados para

naftaleno.

» Lacase

Analisando-se os dados da Tabela 8, observa-se que as linhagens apresentaram
maiores valores de lacase no 3° e 6° dias de cultivo (0,11 — 1,06 U/L).

De um modo geral, as linhagens também apresentaram diminuicédo da atividade
de lacase no decorrer dos dias de cultivo, estando ausente no 30° dia para quase todas
elas. Os resultados apresentados nesta analise foram semelhantes aos observados
para naftaleno.

CLEMENTE e colaboradores (1997) obtiveram valores inferiores de lacase (0,21 —

0.5 U/L.min) para fungos cultivados em 0,3% de fenantreno em aerobiose.

» Tirosinase
A linhagem 480 apresentou maior producéo de tirosinase (1,37 U/L.min) no 24°
dia de cultivo. Os valores de atividade de tirosinase apresentados pelas linhagens em
meio contendo fenantreno foram discretamente inferiores aos observados em meio

contendo naftaleno.

Entre as linhagens que demonstraram melhores crescimentos em fenantreno: a
linhagem 1040 apresentou altas atividades de peroxidases e lacase; e a Q10,
atividades consideraveis para todas as enzimas.

5.1.2. 3. Atividade de biosurfactantes

Observa-se na Tabela 9 que, de um modo geral, emulsées O/A foram

apresentadas pela maioria das linhagens em todos os dias analisados.
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5.1. 3. Criseno

5.1.3.1.Crescimento das linhagens em criseno

Os crescimentos das linhagens em criseno 0,05% (m/v) estao apresentadas na

Tabela 10.

Tabela 10 - Crescimento das linhagens em criseno 0,05% (m/v) sob condigdo microaerdbia.

Linhagens 3 dias 6 dias 12 dias 18 dias 24 dias 30 dias pH final
480 = + ++ ++ ++ ++ 4 60
490 - % i + " + 4,19
582 + + ++ ++ +4+ ++ 5,40
710 + + ++ ++ ++ e 4,49
756 + + ++ ++ ++ ++ 4,50
801 + ++ ++ ++ ++ ++ 2,78
837 - + + + -+ + 434
870 - + + + ++ ++ 3,79
897 + + & * + 5,93
984 - * + + + + 3,60
1039 + + s + + + 3,41
1040 + ++ +++ +++ +++ +++ 3,06
1051 + + ++ ++ 4 ++ 447
20 + + ++ ++ ++ ++ 461
FUs + ++ ++ ++ ++ ++ 3,40
H2 + + ++ ++ ++ ++ 5,45
LHS - + + L 4 + 5,50
LD = + + + + ++ 6,64
Q10 + + ++ ++ ++ +++ 4,50

() auséncia de crescimento / (+) pouco crescimento com pequena turvagdo e fragmentos de miceélio
partindo do indculo ou soltos no meio / (++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na
superficie ou ao fundo, aderido ou n&o no indculo / (+++) 6timo crescimento de massa micelial da metade
a todo o frasco (adaptado da ASTM Standards G21-90, 1990).
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Em relagéo aos crescimentos observados na Tabela 10, a linhagem 1040
apresentou crescimento étimo (+++) a partir do 12° dia de cultivo, bem como a linhagem
Q10, no 30° dia de cultivo.

Os valores de pH de todas as linhagens apresentaram-se acidos na medida em

que houve aumento de crescimento. Algumas linhagens apresentaram valores de pH
em torno de 2,5 - 3,5 (801, 984, 1039, 1040 e FUS).

Nenhuma linhagem apresentou mudanga de coloracdo do meio de cultivo no
periodo analisado.
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5.1. 3. 2. Atividades de enzimas ligninoliticas em criseno

» Lignina — peroxidase

De acordo com a Tabela 11, pode-se verificar que as linhagens 20 e Q10
apresentaram maiores valores de LiP em relac&o as demais linhagens, a partir do 6° até
o 30° dia de cultivo (2,75 - 7,64 U/L.min e 0,16 - 0,54 U/L.min, respectivamente). A
linhagem FUS apresentou alta atividade no 30° dia (4, 98 U/L.min).

NZo foi detectado atividade de LiP apds o 3° dia de cultivo das linhagens em
meio contendo criseno.

De acordo com EICHLEROVA e colaboradores (2000), isolados de basidiomiceto
Pleurotus ostreatus nao produziram atividade de LiP quando crescidos em mistura de
HAPs de 3 a 5 anéis benzénicos sob aerobiose.

» Manganés — peroxidase

Analisando-se a Tabela 11, as linhagens 984, 837, 1039 e Q10 apresentaram
maiores valores de MnP no decorrer do periodo de cultivo, destacando-se as linhagens
984 e Q10 com atividades de 4,13 e 1,90 U/L.min, respectivamente, no 24° dia de
cultivo: e as linhagens 837 e 1039 com atividade de 3,32 e 2,96 U/L.min,
respectivamente, em 18 dias de cultivo.

N3o foi detectada atividade de MnP apds o 3° dia de cultivo em meio contendo
criseno. As linhagens 480, 582, 710, 756, 801, 870, 1051 e FUS nao produziram
atividade detectavel de MnP no 30° dia de cultivo.

EICHLEROVA e colaboradores (2000) cultivaram fungos de degradagado branca
em meio contendo criseno em sistema aerdbio e obtiveram atividade de MnP bem

superiores aos obtidos neste trabalho.

» Peroxidase
As linhagens 870, 1051, Q10 e LD se destacaram em relag&o & maior atividade
de peroxidase em quase todos os dias analisados. A linhagem 870 apresentou
atividade de peroxidase igual a 0,19 U/L.min no 24° dia de cultivo; a linhagem 1051
mostrou 0,21 U/L.min no 6° dia, enquanto que a linhagem Q10 apresentou 0,12 U/L.min
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no periodo de 18° ao 30° dia. A linhagem LD apresentou atividade de peroxidase em
meio de cultivo contendo criseno igual a 0,23 U/L.min e 0,14 U/L.min no 24° e 30° dias,
respectivamente.

Nao foi detectado atividade de peroxidase apds 3 dias de cultivo em meio
contendo criseno, com excecao das linhagens FUS e Q10. As linhagens 480, 582, 756,

801 e LHS ndo produziram atividades detectaveis de peroxidase no 30° dia de cultivo.

» lLacase
Analisando-se a Tabela 12, observa-se que as linhagens 870, H2 e Q10
apresentaram melhores atividades de lacase (18° dia — 0,26 U/L.min; 24° dia —
0,41U/L.min e 30° dia — 0,16U/L.min; respectivamente). Um pico de atividade no 24° dia
foi obtido para H2 (0,41 U/L.min). Nao foi detectado atividade de lacase no 30° dia para

as linhagens estudadas, com excegéo das linhagens LH5 e Q10.

» Tirosinase
As maiores atividades desta enzima foram obtidas com as linhagens 582 (0,80
U/L.min - 12° dia); bem como as linhagens 1051, 20 e FUS (0,72; 0,70 e 0,62 U/L.min,
respectivamente no 6° dia). As linhagens 756, 897 e LD nédo produziram atividade de
tirosinase em meio contendo criseno no 30° dia de cultivo.
Em relagdo as linhagens que apresentaram melhores crescimentos em criseno
(1040 e Q10), apenas a linhagem Q10 apresentou atividades de todas as enzimas

testadas em todos os dias de cultivo.

5.1. 3. 3. Atividade de biosurfactantes

De acordo com a Tabela 13, observa-se que n&o houve a producdo de
biosurfactantes apos 3 dias de cultivo e poucas linhagens apresentaram tal atividade
nos demais dias. Todas as linhagens apresentaram emuls&o O/A no 12° dia de cultivo,
com excegdo de H2 e LH5. Em relacdo aos melhores crescimentos em criseno, a
linhagem 1040 apresentou emuls&o O/A; e Q10, emulséo A/O. No entanto, as linhagens

582 e 897 apresentaram melhores resultados para esta ultima emulsé&o.
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5.1. 4. Perileno

5.1.4. 1. Crescimento das linhagens perileno

Os crescimentos das linhagens em perileno 0,05% (m/v) estéo apresentadas na
Tabela 14.

Tabela 14 — Crescimento das linhagens em perileno 0,05% (m/v) sob condigdo microaerdbia.

Linhagens 3 dias 6 dias 12 dias 18 dias 24 dias 30 dias pH final
480 + + + + + + 4.00
490 - + + + + + 4,20
582 + + + + # 4,50
710 + ++ ++ +++ +++ +++ 4,80
756 + + + + + + 4,55
801 + + + ++ ++ 4,00
837 + + + + + + 4,35
870 + + + + + + 3,80
897 + + + * + =+ 4,95
984 - + + + ++ ++ 3,80
1039 + + + + + + 550
1040 + ++ ++ ++ +++ +++ 3,00
1051 + + + + + + 4,60
20 + + + + + + 5,80
FUS + + + + ++ ++ 6,20
H2 + B + + ++ ++ 565
LH5 + + + ++ + + 5,20
LD + + ++ ++ + + 5,90
Q10 ++ ++ ++ +++ +++ +++ 4,80

(-) auséncia de crescimento / (+) pouco crescimento com pequena turvagao e fragmentos de micélio
partindo do inoculo ou soltos no meio / (++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na
superficie ou ao fundo, aderido ou ndo no indculo / (+++) otimo crescimento de massa micelial da metade
a todo o frasco (adaptado da ASTM Standards G21-90, 1990).
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A Tabela 14 ilustra que as linhagens 710 e Q10 apresentaram crescimentos
6timos (+++) a partir do 18° dia de cultivo, assim como a linhagem 1040 a partir do 24°
dia de cultivo no meio contendo perileno.

Os crescimentos em perileno foram pouco inferiores aos apresentados para

criseno (HAPs de mesma concentragéo 0,05% m/v).

Na medida em que as linhagens apresentavam crescimento, a maioria dos meios
de cultivo tornaram-se mais acidos, com faixas de pH variando entre 3,0 — 4,5. A
acidificacdo dos meios de cultivo pode proporcionar a ativagéo de enzimas ligninoliticas
(LiP, MnP, lacase), uma vez que estas atuam otimamente em ambientes acidos (TIEN
& KIRK, 1984; KUWAHARA et al., 1984; KIRK & FARRELL, 1987, SZKLARZ et al,
1989).

As linhagens ndo apresentaram mudanga de coloragéo durante o periodo de
incubacdo, o que pode ser justificado, provavelmente, pela assimilagéo dos produtos de
degradacgdo (os quais originam cores nos meios ou reagem com algum componente do

meio de cultura, produzindo cor) juntamente com a fonte de carbono.
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5.1.4. 2. Atividades de enzimas ligninoliticas em perileno

~ Lignina — peroxidase

Observando-se a Tabela 15, no 6° e 18° dias de cultivo n&o houve producdo de
LiP pela maioria das linhagens. As linhagens 897 e 1040 apresentaram maiores valores
de LiP no 3° dia (2,75 e 1,07 U/L.min, respectivamente). Observa-se também, um pico
enzimatico no 18° dia de cultivo para a linhagem LD (2,71 UI/L).

De uma maneira geral, para a maioria das linhagens os valores de atividade de
LiP apresentados s&o discretamente superiores aos detectados no meio contendo
criseno, com excecéo, principalmente, das linhagens 20 e Q10 que apresentaram

consideraveis valores de atividade de LiP utilizando criseno como fonte de carbono.

» Manganés — peroxidase
Analisando-se a Tabela 15, as linhagens apresentaram maiores atividades de
MnP no 6° e 12° dias de cultivo, sendo superiores aos analisados para criseno.
As linhagens 984 (28,07 U/L.min), 1039 (33,50 U/L.min) e FUS (27,76 U/L.min)

destacaram-se quanto & produc&o de MnP no 12° dia de cultivo.

~ Peroxidase
Todas as linhagens apresentaram atividade a partir do 18° dia de cultivo,
aumentando nos ultimos dias de cultivos analisados (24° e 30° dias), exceto para a
linhagem FUS. Os resultados de peroxidase apresentados em meio contendo perileno

foram superiores aos apresentados em meio contendo criseno.

~ Lacase
Observa-se na Tabela 16 que a maioria das linhagens apresentaram atividade
de lacase no 30° dia de cultivo, sendo que a linhagem Q10 apresentou atividade desta
enzima em todos os dias de cultivo. A linhagem FUS apresentou melhores atividades
no 6°(0,25 U/L.min), 12° (0,27 U/L.min) e 30° dia de cultivo (0,31 U/L.min).

F0=
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» Tirosinase
Observa-se na Tabela 16, que a maioria das linhagens nao apresentaram
atividade de tirosinase para esta fonte de carbono, exceto no 18° dia de cultivo, onde
observa-se que apenas a linhagem 801 n&o apresentou atividade de tirosinase.
A linhagem 20 apresentou melhor atividade enzimatica no 12° dia de cultivo (5,32
U/L.min). Os resultados apresentados para perileno foram discretamente superiores

aos apresentados para criseno, pela maioria das linhagens estudadas.

Em relacéo as linhagens que apresentaram melhores crescimentos nesta fonte
de carbono (710, 1040 e Q10) foi verificada baixa atividade de LiP e lacase para a
linhagem 710; e LiP, para a linhagem 1040. O crescimento destas linhagens que
apresentaram baixos valores enzimaticos em meio contendo perileno podem estar
relacionados, talvez, com a participagéo de outras enzimas mais especificas que sao
ativadas sob este sistema de baixa oxigenagdo. Pode-se questionar, ainda, a
participacdo de enzimas intracelulares (DE JONG et al., 1993; WANG & YU, 1998),
incluindo entre elas a monooxigenase citocromo P-450 (BEZALEL et al., 1996 e 1997:
HARAYAMA. 1997) e ou enzimas ligadas & membrana celular (transmembrana- metil-
transferases e outras enzimas de potencial de éxido-redugéo (CAMERON et al., 2000).

N&o houve comparacado de atividades de enzimas ligninoliticas em perileno pela

auséncia de dados na literatura.

5.1. 4. 3. Atividade de biosurfactantes

Assim como para criseno, a maioria das linhagens produziu emulsdo O/A em
todos os dias de cultivo para perileno. As linhagens 984 e H2 apresentaram altos
valores de emulsdo A/O. Em relacdo as linhagens que apresentaram melhores
crescimentos, 710 e 1040 apresentaram emulsdo O/A; e Q10, emulsao A/O para todos

os dias de cultivo.
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5.1.5. Naftol [2,3-a] pireno

5.1.5.1. Crescimento das linhagens em naftol[2,3-a]pireno

As linhagens apresentaram crescimentos em naftol [2,3-a] pireno 0,05% (m/v) de

acordo com a Tabela 18.

Tabela 18 — Crescimento das linhagens em naftol [2,3-a] pireno 0,05% (m/v) sob condi¢do microaerdobia

Linhagens 3 dias 6 dias 12 dias 18 dias 24 dias 30 dias pH final
480 + + +4+ ++ i s 3,90
490 + + + + + 3.80
582 + + ++ ++ ++ +4 3,78
710 + ++ ++ ++ ++ ++ 4 .35
756 + ++ ++ ++ ++ ++ 4,20
801 + o ++ ++ ++ ++ 3,90
837 . + + + i + 3,90
870 + + - + + ++ 3,80
897 - + + + + + 425
984 + + + ++ ++ ++ 3,20
1039 + ++ 4+ ++ ++ ++ 4.00
1040 ++ ot +++ +++ +++ +++ 2.90
1051 + + + + + * 3,80
20 i + ++ ++ ++ ++ 6,40
FUS - ++ +++ 4+ G +++ 440
H2 + + ++ ++ ++ ++ 5,40
LH5 - + + + + + 6.10
LD - e +4 ++ ++ ++ 575
Q10 ++ 4 ++ ++ ++ 4+ 2,80

(-} auséncia de crescimento / (+) pouco crescimento com pequena turvagdo e fragmentos de micélio
partindo do indculo ou soltos no meio / (++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na
superficie ou ao fundo, aderido ou n&o no indculo / (+++) 6timo crescimento de massa micelial da metade
a todo o frasco (adaptado da ASTM Standards G21-90, 1990).
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A Tabela 18 ilustra que a linhagem 1040 apresentou crescimento 6timo (+++) a
partir do 6° dia de cultivo; e FUS, a partir do 12° dia de cultivo.

As linhagens apresentaram crescimentos mais relevantes neste HAP em relacao
aos demais HAPs com menores massas molares e de mesma concentragao (criseno e
perileno) utilizados como fonte de carbono em condigdo microaerdbia e anteriormente
analisados, apesar de algumas linhagens nio apresentarem crescimentos logo no 3°
dia de cultivo. Este fato pode ser explicado, talvez, pela capacidade das linhagens de
atuarem mais especificamente na molécula de HAPs com maiores massas molares
através de outras enzimas ativadas nesta condicdo microaerdbia ou ainda pelo fato do
naftol[2,3-a]pireno estar menos disponivel diretamente & célula fungica pelo fato de ser
menos soluvel ao meio, diminuindo uma suposta inibicdo de crescimento nesta fonte de

carbono por ocasido de efeito toxico (McNALLY et al., 1999).

Os valores de pH apresentaram-se mais baixos (2,9-4,5) em relagdo ao valor de
pH do controle (5,5-6,0), na medida em que as linhagens apresentavam crescimentos.
Estes valores de pH sugerem ativacdo das enzimas ligninoliticas (discutidas para o
meio contendo criseno) por serem ativadas neste faixa de pH.

N&o houve alteracéo de coloracéo dos meios durante o periodo de crescimento
das linhagens.
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5.1.5. 2. Atividades de enzimas ligninoliticas em naftol [2,3-a] pireno

» Lignina — peroxidase
Observa-se na Tabela 19 que a linhagem 20 apresentou maiores valores de LiP
em relacéo as demais linhagens, com excegéo do 30° dia. A linhagem 582 apresentou
valores maiores de LiP (7,37 U/L.min) no 30° dia de cultivo.
N&o houve producgdo de LiP no 3° e 6° dias de cultivo, excetuando as linhagens
20 e LH5 no 6° dia.

» Manganés — peroxidase
Analisando-se a Tabela 19, observa-se maiores atividades de MnP no ultimo dia
de crescimento (30° dia), destacando-se a linhagem 582 (21,21 U/L.min).
N&o houve atividade de MnP no 3° dia de cultivo; e no 6° dia, para a maioria
delas.
Tais valores apresentados foram inferiores aos observados para perileno e

superiores aos apresentados em criseno.

» Peroxidase
A Tabela 19 ilustra que todas as linhagens apresentaram valores crescentes
durante o periodo de cultivo e maiores no 30° dia de cultivo.
Os valores de peroxidase apresentados para criseno e perileno foram
semelhantes aos obtidos para naftol[2,3-a]pireno, durante todo o periodo de cultivo

analisado.
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~ Lacase
Analisando-se a Tabela 20, observou-se que as linhagens 490 (0,32 U/L.min a
partir do 24° dia) e Q10 (0,46 U/L.min no 6° dia) apresentaram valores mais altos de
atividade de lacase e em quase todos os dias de incubagao, sendo que a maioria das
linhagens produziu atividades no 24° e 30° dias de cultivo.
As linhagens 801 e 870 (ambas 0,35 U/L.min) também apresentaram maiores
atividades no 30° dia.
Os resultados de atividade de lacase em naftol[2,3-a]pireno foram semelhantes
as atividades de lacases em meio contendo criseno e perileno; porém, as maiores

atividades desta enzima foram encontradas em dias diferentes para cada HAP.

» Tirosinase

Observa-se na Tabela 20 que a maioria das linhagens apresentaram maior
atividade de tirosinase nos Ultimos dias de cultivo analisados, tendo as linhagens 870,
1040 e 1051 apresentado maior atividade de tirosinase (2,51; 3,65 e 2,53 U/L.min;
respectivamente) no 24° dia de cultivo.

Os resultados de produgéo desta enzima em meio contendo naftol[2,3-a]pireno
foram superiores aos apresentados para perileno e discretamente inferiores aos
observados em criseno.

Em relacdo as linhagens que apresentaram melhores crescimentos em naftol
[2,3-a] pireno (1040 e FUS), houve relevante producédo de MnP, peroxidase e tirosinase,
principalmente nos ultimos dias de cultivo (18°, 24° e 30° dias).
5.1.5.3. Atividade de biosurfactantes

Observa-se na Tabela 16 que a maioria das linhagens apresentaram emulséo

O/A em todos os dias de cultivo, exceto no 3° dia. Em relacdo as linhagens com

melhores crescimentos em naftol[2,3-a]pireno, apenas FUS apresentou emulsao A/O.
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5.1.6. Decacicleno

5.1.6.1.Crescimento das linhagens em decacicleno

As linhagens apresentaram crescimentos em decacicleno 0,05% (m/v) de acordo

com a Tabela 22.

Tabela 22 - Crescimento das linhagens em decacicleno 0,05 % (m/v) sob condigdo microaerobia

Linhagens 3 dias 6 dias 12 dias 18 dias 24 dias 30 dias pH final
480 - “ + + + + 4,00
490 < + + + + 3,90
582 £ i + + + + 4,50
710 + + ++ +++ +++ +++ 4,60
756 + + + + ++ ++ 4 20
801 + + s ++ ++ ++ 410
837 s + + + + + 4,20
870 + + + + + Tt 3,80
897 + + + + + + 3,80
984 E - + + + + 3,80

1039 + + * + + + 5,50
1040 + ++ ++ ++ +++ +++ 3,00
1051 + + + + + + 3,70
20 - + - + + + 4,70
FUS + - + - + ++ 5.00
H2 e + + + + ++ 4,70
LH5 + + + - ++ et 5,30
LD + + + + + + 5,50
Q10 + e ++ ++4 ++t +++ 2,90

(-) auséncia de crescimento / (+) pouco crescimento com pequena turvagio e fragmentos de micélio
partindo do inoculo ou soltos no meio / (++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na
superficie ou ao fundo, aderido ou ndo no indculo / (+++) otimo crescimento de massa micelial da metade
a todo o frasco (adaptado da ASTM Standards G21-90, 1990).
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A Tabela 22 ilustra que as linhagens 710 e Q10 apresentaram crescimentos
6timos (+++) a partir do 18° dia até o 30° dia de cultivo; e a linhagem 1040, a partir do
24° dia de cultivo.

Em relacdo aos demais HAPs, as linhagens crescidas em meio contendo
decacicleno apresentaram niveis de crescimento semelhantes aos obtidos em meio
contendo perileno (5 aneis) como fonte de carbono e menores em relagdo aos meios
contendo criseno e naftol [2,3-a] pireno (4 e 6 anéis, respectivamente). Comparando-se
o crescimento dos fungos em meio contendo os HAPs de 4 a 10 anéis aromaticos, nao
foi verificado a relagdo de quanto menor o numero de anéis aromaticos, maior o
crescimento por existir uma maior disponibilidade da molécula & biodegradagéo
(BLACK, 1983; CERNIGLIA & HETKAMP, 1989). Os melhores crescimentos foram
verificados em naftol [2,3-a] pireno, criseno, decacicleno e perileno, todos na

concentracao 0,05% (m/v).

Os valores de pH dos meios de cultivo apresentaram-se na faixa de 3,0-5,5
durante todo o periodo de crescimento, o que pode propiciar para a maioria das
linhagens a ativacdo das enzimas ligninoliticas, como discutido para as fontes de
carbono anteriores.

N&o houve mudanca de coloragdo dos meios de cultura com indculos durante o
periodo de cultivo, apresentando certo clareamento dos meios na medida em que as
linhagens apresentavam crescimentos. Fato este ocorrido, provavelmente, pela
solubilizacdo do HAP no meio de cultivo por algum mecanismo do fungo (por exemplo,

producéo de biosurfactantes) para disponibiliza-lo a degradacao.
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5.1.6. 2. Atividades de enzimas ligninoliticas em decacicleno

» Lignina — peroxidase
Observa-se na Tabela 23 que a maioria das linhagens apresentou valores
maiores de atividade de LiP no 24° dia de cultivo. A linhagem 870 mostrou maior
atividade no 3° dia de cultivo (2,19 U/L.min), sendo que a linhagem Q10 apresentou
valores crescentes de LiP no decorrer dos dias analisados.
Os resultados de LiP apresentados pelas linhagens para decacicleno foram
superiores aos observados para criseno (4 anéis) e perileno (5 anéis): semelhantes aos

apresentados para naftol [2,3-a] pireno (6 anéis).

» Manganés - peroxidase
Analisando-se a Tabela 23, observa-se que a maioria das linhagens apresentou
atividades maiores no ultimo dia de crescimento (30° dia), destacando-se as linhagens
20 (9,73 U/L.min), FUS (10,85 U/L.min), H2 (8,61 U/L.min), LH5 (8,56 U/L.min) e Q10
(10,26 U/L.min).
Os resultados observados para MnP em decacicleno foram inferiores aos

apresentados por perileno e naftol[2,3-a]pireno.

~ Peroxidase
As linhagens apresentaram aumento de atividade enzimatica de peroxidase no
decorrer dos dias de crescimento, chegando em maiores valores no 30° dia. Estes
resultados apresentados foram superiores aos analisados para criseno e perileno e

semelhantes aos determinados para naftol [2,3-a] pireno.
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» Lacase
Na Tabela 24, observa-se que as atividades de lacase foram crescentes no
decorrer dos dias de cultivo, destacando melhores resultados no 30° dia de cultivo para
todas as linhagens.
Os resultados apresentados nesta analise foram superiores aos observados em

criseno (4 anéis), perileno (5 anéis), naftol[2,3-a]pireno (6 anéis).

» Tirosinase
De acordo com a Tabela 24, foi verificado atividade de tirosinase para quase
todas as linhagens no 12° dia de cultivo. A linhagem H2 apresentou um valor maximo
de tirosinase (1,41 U/L.min) no 6° dia de cultivo em meio contendo decacicleno.
Os resultados de tirosinase apresentados para esta fonte de carbono foram

inferiores a criseno e naftol[2,3-a]pireno; sendo semelhantes aos obtidos para perileno .

As linhagens que apresentaram melhores crescimentos em decacicleno (710,
1040 e Q10) foram capazes de produzir consideraveis atividades de LiP e MnP. Dentre
as linhagens que apresentaram melhores crescimentos nesta fonte de carbono, apenas
Q10 obteve resultados relevantes para todas as enzimas analisadas, bem como a

linhagem 710 para peroxidase e lacase.

5.1.6. 3. Atividade de biosurfactantes
Analisando-se a Tabela 25, a maioria das linhagens apresentou emulsdo O/A

para todos os dias de cultivo. Em relagéo aos melhores crescimentos em decacicleno,

apenas Q10 apresentou emuls&o A/O.
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5.1.7. Acido Lignosulfénico

5.1. 7. 1. Crescimento das linhagens em Acido Lignosulfénico (AL)

Os crescimentos das linhagens em &cido lignosulfénico 0,2% (m/v) foram

visualizados de acordo com a Tabela 26.

Tabela 26 — Crescimento das linhagens em acido lignosulfénico 0,2% (m/v) sob condi¢ao

microaerdbia

Linhagens 3 dias 6 dias 12 dias 18 dias 24 dias 30 dias pH final
480 + + + + 3 + 6,20
490 + + + + * + 4,50
582 + 52 + * * + 6,40
710 + ++ ++ +++ +++ +++ 6,00
756 + + ++ ++ +ob ok +++ 5,93
801 + +4+ +++ ++ ++ + 6.45
837 + 4 + + ¥ + 4,30
870 + ++ ++ ++ ++ 4+ 6,05
897 + ++ ++ ++ ++ ++ 3,90
984 + + + ++ ++ ++ 5,06
1039 ++ ++ ++ +++ +++ +++ 5,20
1040 ++ ++ +++ +++ +4+ +++ 4.00
1051 + ++ ++ +++ +++ +++ 5,50
20 + + ++ ++ +++ +++ 5,60
FUS + + ++ ++ ++ ++ 6,10
H2 + ++ +++ +++ +++ +++ 6,45
LH5 + ++ ++ ++ ++ +++ 5,90
LD + ++ ++ +++ +4++ +++ 6,70
Q10 - e ++ ++ 4.00

(-y auséncia de crescimento / (+) pouco crescimento com pequena turvacao e fragmentos de
micélio partindo do inéculo ou soltos no meio / (++) moderado crescimento com surgimento de
“pellet” fino na superficie ou ao fundo, aderido ou ndo no indculo / (+++) otimo crescimento de
massa micelial da metade a todo o frasco (adaptado da ASTM Standards G21-90, 1990).
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As linhagens 801, 1040 e H2, de acordo com a Tabela 26, apresentaram
6timos crescimentos a partir do 12° dia de cultivo. A linhagem 801, apds o 18° dia,
apresentou uma “diminuig&o” de crescimento e dissolucéo micelial, devido talvez a
uma toxicidade do meio por produtos de seu metabolismo celular ou da
biotransformacéo do AL sob esta condicdo microaerdbia.

As linhagens apresentaram alteragdes em + 0,5 do pH inicial (5,5-6,0).
Apenas as linhagens 837, 893 e 1040 apresentaram valores de pH mais acidos:
43, 39 e 4,0; respectivamente, ao final do periodo de experimento,
provavelmente pela produgdo de acidos pelo metabolismo de fermentacdo de
compostos lignoceluldsicos por fungos (PAVARINA & DURRANT, 2001).

As linhagens 870, 984, 20, e H2 apresentaram mudanca de coloracdo de
amarelo (cor inicial do meio contendo AL) para marrom no 3° dia de incubacao,
permanecendo assim até o 30° dia. A mudanga de cor pode estar relacionada a
algum produto de degradagéo do AL por estas linhagens ou reacdo de algum

metabalito produzido com o meio de cultivo.
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5.1.7.2. Atividades das enzimas |ligninoliticas em acido

lignosulfénico

» Lignina — peroxidase

Analisando-se a Tabela 27, notou-se maior producao de LiP pela linhagem
1040 no 30° dia (18,11 U/L.min). As linhagens 20 e 1039 apresentaram picos
maximos de LiP no 6° dias (18,92 e 17,20 U/L.min respectivamente); a linhagem
H2, no 12° dia (15,02 U/L.min) e a LH5, no 18° dia (12,31 U/L.min). Todas as
linhagens aqui discutidas apresentaram crescimentos 6timos no decorrer do
periodo de cultivo.

No final do periodo de cultivo (30 dias), a maioria das linhagens ja néo
apresentaram mais atividade de LiP, provavelmente, pelo fato desta enzima ter
sido produzida e ativada anteriormente e ter sido reabsorvida pelo fungo apos seu
periodo de atuag@o por ndo ser mais necessaria ao sistema de degradacéo.

FALCONI (1998) verificou a produgéo de 2,5 - 4,2 U/L.min de LiP por
fungos ligninoliticos cultivados em acido lignosulfénico 0,01% por 3 a 10 dias sob
condicdo estacionaria aerdbia. PAVARINA et al. (1999) relataram a produgéo de
LiP (maximo de 0,5 U/L.min) por fungos microaerobios cultivados em meio
contendo 0,5% de material lignoceluldsico por 20 e 35 dias. Tais atividades foram
inferiores as obtidas neste presente trabalho.

SETTE (1997) obteve valores de LiP produzida por fungos em acido
lignosulfénico 0,5% em condicdo microaerébia (20 e 35 dias de cultivo)
semelhantes aos apresentados pelas linhagens com melhores atividades descritas

anteriormente.

» Manganés — peroxidase
A Tabela 27 ilustra que, de um modo geral, houve uma diminuigdo de
atividade de MnP no decorrer dos dias de cultivo. A linhagem 20 apresentou uma
maxima atividade no 24° dia (27,8 U/L.min). No 30° dia de cultivo, n&o foi

detectada atividade de MnP, exceto para as linhagens 490 e 837.
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Fungos crescidos em acido lignosulfénico 0.05% em condicdo estacionaria
aerdbia apresentou valores de MnP de até 4.8 U/L.min (FALCONI, 1998).
PAVARINA e colaboradores (1999) relataram atividades de MnP de até 5 U/L.min
produzidas por fungos microaerdbios crescidos em material lignoceluldsico (0,5%),

valores estes inferiores aos apresentados no presente trabalho.

» Peroxidase

Todas as linhagens produziram peroxidase em meio contendo Acido
lignosulfénico. Foi detectado atividade da enzima em quase todos os dias de
cultivo. O maior valor de atividade de peroxidase foi apresentado pela linhagem 20
(5,34U/L.min) no 6° dia de crescimento. A maioria das linhagens apresentou
atividades destas enzimas semelhantes aos resultados obtidos por PAVARINA et
al. (1999), com valores entre 0,2 e 1,2 U/L.min, em sistema microaerdbio de 20 e
35 dias. Fungos crescidos em &cido lignosulfénico 0,05% em sistema estacionério
de 3 a 10 dias (FALCONI, 1998) apresentaram atividade de peroxidases maxima
de 1,0 U/L.min. Apesar deste resultado ser semelhante aos verificados neste
presente trabalho, a concentracdo utilizada é muito menor, Nnao se encontrando

em experimento de microaerobiose.

~ Lacase

De acordo com a Tabela 27, a linhagem 20 apresentou maiores valores de
atividade de lacase no 6°, 12° e 18° dias de cultivo (3,44; 3,84 e 4,18 U/L.min -
respectivamente). Ao final de 30 dias, todas as linhagens ainda apresentaram
alguma atividade desta enzima.

SETTE (1997) apresentou atividade maxima de 0,5 U/L.min de lacase por fungos
crescidos em acido lignosulfénico 0,5% sob condicdo microaerobia em 20 e 35 dias
de cultivo. Atividades maximas de 1,0 U/L.min foram verificadas por FALCONI (1998),
em cultura estacionaria e utilizando &cido lignosulfénico 0,01% (m/v) de 3 a 10 dias.
Méaximas atividades de 0,5 U/L.min de lacase foram obtidas por PAVARINA et al.
(1999) cultivando fungos microaerdbios em 20 e 35 dias, com material lignocelulésico
0,5%. A maioria das linhagens apresentou atividades semelhantes aos verificados

neste presente trabalho.
il=1s 8
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5.1.8. Acido Tanico

5.1.8. 1. Crescimento das linhagens em Acido tanico (AT)

Os crescimentos das linhagens em acido tanico 0,2% (m/v) foram visualizados

conforme apresentado na Tabela 28.

Tabela 28 - Crescimento das linhagens em acido tanico 0,2% (m/v) sob condi¢do microaerébia.

Linﬁgens 3 dias 6 dias 12 dias 18 dias 24 dias 30 dias pH final
480 + - - ++ ++ . 4,30
490 + + + ++ ++ - 4,16
582 + * + + + + 4,08
710 + + i ++ +++ +++ 4,40
756 + + - + + 4,87
801 ++ ++ ++ +4 +++ +++ 515
837 - ++ +++ +4+ +++ 3,00
870 + + + + + + 4,65
897 ++ ++ ++ ++4+ A+ R 278
984 s ++ ++ ++ ++ ++ 283
1039 : + - + + + 410
1040 ++ ++ +4++ +++ +++ +4++ 2,93
1051 = - ++ ++ ++ ++ 3,85

20 + + + o+ + 425
FUs + +++ +++ +++ +++ +++ 5,15
H2 + + + + ++ ++ 4 60
LHS + - ++ o ++4 +++ 4,20
LD i1 s + ++ ++ i 4,80
Q10 I . + ++ ++ ++ 4,5

(-) auséncia de crescimento / (+) pouco crescimento com pequena turvagéo e fragmentos de micélio
partindo do inéculo ou soltos no meio / (++) moderado crescimento com surgimento de “pellet” fino na
superficie ou ao fundo, aderido ou ndo no indculo / (+++) 6timo crescimento de massa micelial da metade
a todo o frasco (adaptado da ASTM Standards G21-90, 1990).
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Em relacdo a Tabela 28, as linhagens 480, 490, 582, 756, 1039 e 20 tiveram
seus crescimentos estacionados e; as linhagens 480 e 490, a massa micelial
“dissolvida” no meio liquido, provavelmente devido a toxicidade do meio no crescimento
prolongado em atmosfera microaerébia.

As linhagens 801, 897 e 1040 apresentaram moderado crescimento (++) ja no 3°
dia de incubagdo. Otimo crescimento (+++) foi observado a partir do 6° dia para FUS,
12° dia para 1040 e no 18° dia para as linhagens 837, 897 e LH5.

Os valores de pH de todas as linhagens apresentaram-se acidos (5,0 — 2,6) na
medida em que havia aumento de crescimento, sugerindo a producdo de acidos, na
ativacao do sistema fermentativo das linhagens para consumo da fonte de carbono com
limitacdo de oxigénio (PAVARINA & DURRANT, 2001). As linhagens com valores mais
baixos de pH do meio de cultivo em 30 dias foram: 837 (pH 3,0), 897 (pH 2,78), 984 (pH
2,83) e 1040 (pH 2,93), todas com crescimentos 6timos (+++).

Ao final do periodo de incubagéo, os fungos 801 e H2 apresentaram alterag&o da
coloragcdo do meio de cultivo, de bege-réseo a marrom. A linhagem 870 alterou a
coloracdo do meio para bege-esverdeado. A linhagem 984 alterou o meio produzindo
uma cor amarelo-ouro; o fungo 1040, bege-marrom e curiosamente, a linhagem LD
alterou o meio para marrom escuro.

Notou-se ainda que ndo houve mudan¢a de cor do meio de cultura para as
linhagens que apresentaram pouco ou nenhum crescimento.

As mudancas de coloracdo dos meios ocorreram, possivelmente, devido a
producao de sub-produtos diferentes para cada linhagem, decorrente da utilizacdo da
fonte de carbono. Estes metabdlitos poderiam ainda estar reagindo com o acido tanico
ou algum elemento do meio de cultura (sais minerais), originando tais modificagoes de
cores.

Os crescimentos das linhagens em AT foram semelhantes aos verificados no

meio contendo AL, ambos na concentracdo de 0,2% (m/v).
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5.1.8. 2. Atividades de enzimas ligninoliticas em acido tanico

~ Lignina — peroxidase

De acordo com a Tabela 29, algumas linhagens apresentaram atividades de LiP
durante todos os periodos de crescimento (837, 897, 1040 e FUS). A linhagem 801
apresentou produgdo maxima de atividade no 30° dia de cultivo (17,02 U/L.min).

As atividades de LiP foram crescentes para a maioria das linhagens durante o
periodo de cultivo. Todas as linhagens acima apresentaram crescimentos 6timos até 30
dias de incubac&o. FALCONI (1998) obteve valores pouco inferiores de LiP produzidos
por fungos cultivados em &cido tanico 0,5% em condicdo estacionaria de 3 a 10 dias
(maximo de 9,2 U/L.min). Tal resultado foi semelhante para a maioria das linhagens nos
dias de cultivo analisados.

» Manganés - peroxidase

Observa-se na Tabela 29 que as linhagens 801, 837, 897, 1039, 1040, FUS e LH5
apresentaram valores consideraveis de atividade de MnP em todos os dias de
crescimento, excetuando as linhagens 837 e 897 que ndo apresentaram atividades no
3° dia, bem como as linhagens 1039 e FUS, no 6° dia. As linhagens 710 e LD
apresentaram atividades bastante elevadas no 18° e 24° dia de cultivo (29,85 e 29,95
U/L.min — respectivamente).

Resultados de atividades de MnP apresentados por FALCONI (1999) foi, no
maximo, de 2 U/L.min por fungos cultivados em &cido tanico 0,5% em condicdo
estacionaria de 3 a 10 dias. Tais valores apresentados foram bem inferiores aos
determinados neste trabalho.

~ Peroxidase

Melhores atividades de peroxidase ocorreram a partir do 12° dia para todas as
linhagens, estendendo-se até o 30° dia, onde a maioria das linhagens apresentou
atividades.

» Lacase

Os valores de lacase apresentados na Tabela 29, sdo crescentes para quase todas
as linhagens e suas atividades foram semelhantes, de uma maneira geral, aos

resultados de peroxidase.
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5. 2. Selecgdo das linhagens crescidas sob condi¢do microaerdbia

As linhagens foram selecionadas de acordo com os melhores crescimentos
visuais em menor tempo de cultivo apresentados por um numero maior de fontes de
carbono utilizadas.

Foram selecionadas 10 linhagens (Tabela 30) para posterior crescimento em
anaerobiose, determinacéo das atividades de enzimas ligninoliticas e atividade de

biosurfactantes, bem como a analise de degradacéo das fontes de carbono por CLAE.

Tabela 30 - Linhagens selecionadas quanto aos melhores crescimentos em até 30 dias de cultivo sob
condi¢&o microaerdbia

Linhagem Crescimento* e fontes de carbono e energia**
1040 (+++) AL, AT,F,C,P,Np,D / (++)N
710 (+++) AL, AT,P,D / (++)F, C, Np
Q10 (+++)F, C,P,D / (++)AL, AT, N, Np
FUS (+++) AT, Np / (++)AL,N,F,C, P, D
1039 (+++) AL / (++)F, Np
H2 (+++) AL / (++)AT,C,P,Np, D
20 (+++)AL /[ (++)F, C, Np
801 (+++) AT / (++)C,Np, D
870 (+++)AL / (++)C, Np, D
984 (++) AT, F, P, Np

* Crescimentos: (+++) 6timo; (++) moderado.
**Fontes de carbono e energia utilizadas: (AL) acido lignosulfénico; (AT) acido tanico;
(N) naftaleno; (F) fenantreno; (C) criseno; (P) perileno; (Np) naftol[2,3-a]pireno; (D) decacicleno.
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) ' PARTE I
5.3. CONDIGAO ANAEROBIA

5. 3. 1. Crescimento das linhagens selecionadas

As linhagens selecionadas anteriormente (Tabela 30) foram crescidas sob
condig&o anaerdbia por 30 e 40 dias. A Tabela 31 ilustra que, de um modo geral, as
linhagens apresentaram pouco crescimento (+) em condi¢ao anaerdbia nos meios de
cultivo contendo as fontes de carbono estudadas. Apenas as linhagens FUS (cultivada
em fenantreno) e H2 (cultivada em fenantreno, perileno e naftol[2,3-a]pireno),
apresentaram moderado crescimento sob anaerobiose em 30 dias de cultivo,
permanecendo inalterado até 40 dias de cultivo. No periodo de 40 dias, as mesmas
linhagens apresentaram este mesmo crescimento para a maioria das fontes de
carbono analisadas: bem como as linhagens Q10 (criseno); 1039 (naftol[2,3-a]pireno);
984 (AL, fenantreno e decacicleno).

De uma maneira geral, crescimentos dos fungos em meio contendo naftaleno
(2 anéis), observou-se menores crescimentos comparados com os fungos cultivados
em meio contendo fenantreno (3 anéis), ambos com mesma concentragao 0,5% (m/v),
devido a provavel toxicidade apresentada por naftaleno para as células fungicas
(McNALLY et al, 1999). Comparando-se 0s crescimentos fungicos nos HAPs de
maiores massas molares, as linhagens apresentaram melhores crescimentos em meio
de cultivo contendo naftol[2,3-a]pireno (6 anéis), seguido de decacicleno (10 aneis),
perileno (5 anéis) e criseno (4 anéis). Este comportamento de crescimento discorda
de dados da literatura onde se cita que os HAPs de maiores massas molares sao
menos  susceptiveis & degradagdo (CERNIGLIA & HEITKAMP,1989;
CERNIGLIA,1992). Apesar do fenantreno apresentar-se em uma concentracédo 10
vezes maior que os demais HAPs de maiores massas molares, 0s fungos nesta fonte
de carbono apresentaram melhores crescimentos em relacao a todos os outros HAPs.

Os crescimentos dos fungos em anaerobiose para acido lignosulfonico foram
superiores aos apresentados para &cido tanico, ambos na mesma concentragdo 0,2%
(m/v). As linhagens quando crescidas nas fontes de carbono apresentaram valores de
pH 3-5, indicando produg&o de metabdlitos acidos (INGOLD & HUDSON,1993).
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5.3.2. Atividades de enzimas ligninoliticas e Biosurfactantes
(HAPs)

5.3.2.1. Naftaleno

Observa-se, pela Tabela 32, que a linhagem 1040 apresentou atividade de
LiP em 30 dias (0,14 U/L.min) e 5 linhagens apresentaram atividades de LiP no
40° dia de cultivo: FUS (0,10 U/L.min); H2 (1,27 U/L.min); 20 (1,47 U/L.min); 870
(3,14 U/L.min) e 984 (0,19 U/L.min), em condi¢&o anaerobia.

Apenas 3 linhagens: 870 (1,08 U/L.min); 1039 (0,67 U/L.min) e 20 (0,4
U/L.min) produziram atividade de MnP e em 40 dias de cultivo.

Atividades de peroxidase foram detectadas para 4 linhagens em 40 dias de
cultivo: 984 (0,25 U/L.min); 710 (0,20 U/L.min); FUS (0,08 U/L.min) e 1039 (0,06
U/L.min), em meio de cultivo contendo naftaleno em condigéo anaerdbia.

Foi detectada a producdo de lacase por algumas linhagens no 30° dia
(0,04-0,35 U/L.min) e por outras no 40° dia de cultivo (0,07-0,44 U/L.min). Foi
observado também a produgéo de tirosinase pela maioria das linhagens no 40° dia
de cultivo na faixa de 0,08-1,29 U/L.min.

Em relagéo a produgéo de biosurfactantes, emulsées O/A foram produzidas
pela maioria das linhagens em ambos os dias de cultivo. Porém, as formacgdes de

halos ocorreram apenas com as linhagens 984 e Q10, no 40° dia de cultivo.

A linhagem FUS, que apresentou melhor crescimento em meio de cultivo
contendo naftaleno em condicdo anaerdbia, produziu atividades de LiP,
peroxidases, lacase e tirosinase, com producdo de emulsdo O/A em 30 dias de

cultivo.
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Tabela 32 - Atividades enzimaticas (U/L.min) e produgéao de biosurfactantes (emulsdes O/A e A/O)
pelas linhagens utilizando NAFTALENO 0,5% (m/v) como fonte de carbono sob condigio
anaerobia.

Naftaleno LiP MnP Peroxidase Lacase
Linhagens | 30d" 40d” | 30d 40d | 30d 404 | 304 404
1040 0,14 ND | ND ND ND ND 026 0,24
710 ND ND | ND ND ND 0,20 | 0,35 ND
Q10 ND ND | ND ND ND ND ND 0,44
FUS ND 010 | ND ND ND 0,08 | 004 0,07
1039 ND ND | ND 067 ND 0,06 | 014 ND
H2 ND 127 | ND ND ND ND ND ND
20 ND 147 | ND 040 ND ND ND 0,23
801 ND ND | ND ND ND ND ND ND
870 ND 314 | ND 108 ND ND 0,07 ND
984 ND 019 | ND ND ND 025 | 012 ND
Tirosinase Biosurfactantes

30 dias 40 dias
Linhagens | 30d  40d Abs' Halo?] Abs."  Halo?
1040 ND 0,77 0,17 ND 0,14 ND
710 0,03 076 0,05 ND 0,21 ND
Q10 ND 0,08 ND ND 0,14 0,20
FUS 0,03 068 0,04 ND 0,19 ND
1039 0,04 057 0,13 ND 0,20 ND
H2 ND ND 0,12 ND 0,21 ND
20 ND 0,52 ND ND 0,17 ND
801 ND ND ND ND ND ND
870 ND 1,29 0,05 ND 0,18 ND
984 024 034 011 05 | 637 050

ND — atividade ndo detectada

* 30 dias de cultivo / ** 40 dias de cultivo
1 —abs. 610 nm (emulséo O/A)

2 — medida do halo em cm (emulsdo A/O)
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5.3.2.2. Fenantreno

A Tabela 33 ilustra que n&o foi detectado atividade de LiP apds 30 e 40 dias
de cultivo das linhagens em meio contendo fenantreno, sob condi¢cdo anaerdbia. A
atividade de MnP foi detectada apenas para a linhagem 870 (1,17 U/L.min) apos
40 dias de cultivo.

A linhagem 710 apresentou atividade de peroxidase (0,15 U/L.min) ap6s 30
dias de cultivo; e as linhagens 1039 (0,15 U/L.min) e 1040 (0,02 U/L.min),
atividades de lacase em 40 dias de cultivo.

Atividades de tirosinase foram verificadas para as linhagens Q10 (0,33
U/L.min); 1039 (0,1 U/L.min) e 870 (0,02 U/L.min) apds 30 dias de cultivo e 984
(0,05 U/L.min) apos 40 dias de cultivo.

Comparando-se as linhagens que apresentaram melhor crescimento em
meio de cultivo contendo fenantreno, em condigdo anaerdbia (Tabela 31) e a
producdo enzimatica (Tabela 33), verificou-se que as linhagens FUS e H2 néo
apresentaram atividades de enzimas ligninoliticas e a linhagem 984 mostrou
atividade apenas de tirosinase. Em relag@o a estas linhagens, algumas enzimas
intracelulares e/ou ligadas a membrana (DE JONG et al. 1993; WANG & YU,
1998; HENRIKSSON et al.,, 2000) podem estar atuando no sistema, ocorrendo
degradacao da fonte de carbono por outras vias metabdlicas n&o ligninoliticas,
como por exemplo, o sistema da monooxigenase citocromo P-450 (HARAYAMA,
1997; BEZALELL, 1996 e 1997). E provavel ainda a ativagdo pelo fungo de outras
enzimas mais especificas a este composto, devido a condic&o anaerdbia.

Em relacdo a producdo de biosurfactantes, a linhagem H2 apresentou
emulsdo O/A no 30° dia; e Q10, emulsdo A/O no 40° dia de cultivo.
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Tabela 33- Atividades enzimaticas (U/L.min) e produgao de biosurfactantes (emulsdes O/A e A/O)
pelas linhagens utilizando FENANTRENO 0,5% (m/v) como fonte de carbono sob condigdo
anaerodbia.

Fenantreno LiP MnP Peroxidase Lacase
Linhagens | 30d" 40d" | 30d 40d | 30d  40d | 30d  40d
1040 ND ND ND ND ND ND ND 0,02
710 ND ND ND ND 0,15 ND ND ND
Q10 ND ND ND ND ND ND ND ND
FUS ND ND ND ND ND ND ND ND
1039 ND ND ND ND ND ND ND 0.15
H2 ND ND ND ND ND ND ND ND
20 ND ND ND ND ND ND ND ND
801 ND ND ND ND ND ND ND ND
870 ND ND ND 107 ND ND ND ND
984 ND ND ND ND ND ND ND ND
Tirosinase Biosurfactantes
30 dias 40 dias
Linhagens | 30d 40d Abs." Halo® | Abs." Halo?
1040 ND ND 0,04 ND 0,22 ND
710 ND ND 0,18 ND 0.23 ND
Q10 033 ND ND ND ND 0,30
FUS ND ND SoL ND ND ND
1039 0,10 ND 0,14 ND 0,11 ND
H2 ND ND 0.15 ND ND ND
20 ND ND ND ND ND ND
801 ND ND ND ND ND ND
870 0,02 ND 0,16 ND ND ND
984 ND 0,05 ND 0,80 0,06 0,70

ND — atividade n&o detectada

* 30 dias de cultivo / ** 40 dias de cultivo
1 —abs. 610 nm (emulsao O/A)

2 — medida do halo em cm (emulsdo A/O)
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5.3.2.3. Criseno

De acordo com a Tabela 34, apenas a linhagem 710 apresentou atividade
de LiP no 30° dia de cultivo (0,28 U/L.min); e a linhagem FUS (0,02 U/L.min) no
40° dia no meio de cultivo contendo criseno, sob condigdo anaerdbia.

Apenas as linhagens H2 (3,23 U/L.min) e Q10 (0,27 U/L.min) apresentaram
atividades de MnP e no 40° dia de cultivo.

A maioria das linhagens apresentou atividade de peroxidase apos 30 e 40
dias de cultivo e todas as linhagens apresentaram atividade de lacase no 30° dia
de cultivo.

Atividades de tirosinase também foram verificadas para todas as linhagens,
com excecdo de Q10 em 30 dias e 801 em 40 dias de cultivo.

Todas as linhagens produziram emulsao O/A.
Em relagdo as linhagens que apresentaram melhores crescimentos em

criseno: Q10 e H2 s6 ndo apresentaram atividade de LiP. Ambas as linhagens

produziram emulséo O/A em 30 e 40 dias de cultivo.

-105-



Resultados e discussoes

Tabela 34 - Atividades enzimaticas (U/L.min) e producéo de biosurfactantes (emulsbes O/A e A/O)
pelas linhagens utilizando CRISENO 0,05% (m/v) como fonte de carbono sob condigdo anaerébia.

Criseno LiP MnP Peroxidase Lacase
Linhagens | 30d" 40d” | 30d 40d | 30d  40d | 30d  40d
1040 ND ND | ND ND 038 049 | 053 ND
710 028 ND | ND ND 002 036 | 0,16 ND
Q10 ND ND | ND 0,27 ND 022 | 0,54 ND
FUS ND 002] ND ND 0,27 ND | 0,16 0,12
1039 ND ND | ND ND 034 030 | 657 012
H2 ND ND| ND 323| 015 049 | 026 ND
20 ND ND | ND ND 027 020 | 057 ND
801 ND ND | ND ND ND 017 § 848 003
870 ND ND | ND ND ND 0,51 | 0,31 0,20
984 ND ND | ND ND ND 0,31 | 0,44 ND
Tirosinase Biosurfactantes

30 dias 40 dias
Linhagens | 30d 40d Abs." Halo® | Abs.! Halo?
1040 0,16 0,05 0,01 ND 016 ND
710 025 0,36 0,17 ND 0,13 ND
Q10 ND 0,07 0,10 ND 015 ND
FUS 0,03 0,07 0,10 ND 0,10 ND
1039 0,06 0,02 0,01 ND 0,10 ND
H2 0,06 0,01 0,07 ND 0,12 ND
20 018 010 0,05 ND 0,09 ND
801 0,53 ND 004 100 | 005 ND
870 gi5 0D 0,10 ND 0,15 ND
984 goe 007 0,10 ND 0,01 ND

ND — atividade ndo detectada

* 30 dias de cultivo / ** 40 dias de cultivo
1 —abs. 610 nm (emulsdo O/A)

2 — medida do halo em cm (emulsdo A/O)
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5.3.2.4. Perileno

Observa-se na Tabela 35, atividade de LiP apenas para as linhagens Q10
(0,05 U/L.min) e H2 (0,02 U/L.min) no 40° dia, bem como a linhagem 870 (0,008 e
0,04 U/L.min) no 30° e 40° dias de cultivo, respectivamente, em meio contendo
perileno, sob condigdo anaerdbia.

Atividade de MnP foi detectada apenas para a linhagem FUS (1,39 U/L.min)
no 30° dia de cultivo.

Apenas as linhagens 1040 e Q10 produziram peroxidase em meio de cultivo
contendo perileno, em condicdo anaerdbia, obtendo-se 0,15 U/L.min e 0,02
U/L.min de peroxidase apés 40 dias de cultivo, respectivamente. As linhagens
Q10, FUS, 1039, H2, 801, 870 e 984 produziram maior atividade de lacase do que
as linhagens 1040, 710 e 20 em meio de cultivo contendo perileno, sob condicdo
anaerobia. Todas as linhagens, com excegdo das linhagens 1040 e 1039
produziram tirosinase.

A maioria das linhagens apresentou emulsdo O/A apos 30 e 40 dias de

cultivo em meio contendo perileno, sob condigéo anaerobia.

Analisando-se as linhagens com melhores crescimentos em perileno
(Tabela 31) e suas respectivas atividades enzimaticas, observou-se que a
linhagem FUS apresentou atividades de MnP, lacase e tirosinase; e H2, atividades
de LiP, lacase e tirosinase (Tabela 35). Ambas apresentaram emulséo O/A apés

30 dias de cultivo.
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Tabela 35- Atividades enzimaticas (U/L.min) e produgédo de biosurfactantes (emulsées O/A e A/QO)
pelas linhagens utilizando PERILENO 0,05% (m/v) como fonte de carbono sob condigdo anaerobia.

Perileno LiP MnP Peroxidase Lacase
Linhagens | 30d" 40d | 30d 40d | 30d  40d | 30d  40d
1040 ND ND| ND ND | ND 015 | ND 006
710 ND ND | ND ND | ND ND | ND ND
Q10 ND 005 ND ND | ND 002 | 157 0,28
FUS ND ND | 139 ND | ND ND | 107  ND
1039 ND ND | ND ND | ND ND | 1,30 ND
H2 ND 002 ND ND | ND ND | 099 0,02
20 ND ND | ND ND | ND ND | ND 016
801 ND ND | ND ND | ND ND | 1,21 ND
870 008 004| ND ND | ND ND | 1,28 ND
984 ND ND | ND ND | ND ND | 141  ND
Tirosinase Biosurfactantes

30 dias 40 dias
Linhagens | 30d  40d Abs.! Halo® | Abs.' Halo®
1040 ND  ND ND ND | 001 ND
710 024  ND 004 01 ND  ND
Q10 006 005 022 ND ND  ND
FUS 025 0,57 015 ND ND  ND
1039 ND ND 001 ND | 002 ND
H2 ND 0,07 009 ND ND ND
20 ND 0,10 ND ND | 004 ND
801 018  ND ND 020 | ND ND
870 020 012 ND ND | 001 ND
984 007 011 019 050 | 005 070

ND — atividade ndo detectada

* 30 dias de cultivo / ** 40 dias de cultivo
1 —abs. 610 nm (emulsdo O/A)

2 — medida do halo em cm (emulsdo A/O)
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5.3.2.5. Naftol [2,3-a] pireno

A Tabela 36 ilustra que as linhagens 710, Q10, FUS, 1039, H2 e 984
produziram LiIP em meio de cultivo contendo naftol[2,3-a]pireno, em condi¢éo
anaerobia. Nenhuma das linhagens produziram MnP. A linhagem 801 né&o
produziu nenhuma das enzimas testadas e nem biosurfactantes em meio
contendo esta fonte de carbono sob condigdo anaerdbia; a linhagem 20 néo
produziu LiP, MnP, tirosinase e biosurfactantes, sendo somente detectado
atividade de peroxidase (0,62 U/L.min) e lacase (0,39 U/L.min) apds 40 dias de
cultivo.

Nao houve atividade de MnP em 30 e 40 dias para todas as linhagens.

Atividades de peroxidase (0,09-0,4 U/L.min), lacase (0,2-0,65 U/L.min) e
tirosinase (0,03-0,37 U/L.min) também foram verificadas para quase todas as

linhagens em ambos os dias de cultivo.

As linhagens que apresentaram melhores crescimentos em naftol [2,3-a]
pireno como fonte de carbono: FUS, 1039 e H2 (Tabela 31), apenas nao
apresentaram atividades de MnP (Tabela 36). As linhagens FUS e 1039

produziram emuls@o O/A e a linhagem H2, ambas as emulsdes.
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Tabela 36- Atividades enzimaticas (U/L.min) e produgdo de biosurfactantes (emulsdes O/A e A/O)
pelas linhagens utilizando NAFTOL[2,3-a]PIRENO 0,05% (m/v) como fonte de carbono sob
condicdo anaerébia.

Naftol[2,3-a]
pireno LiP MnP Peroxidase Lacase
Linhagens 30d" 40d | 30d 40d | 30d 40d | 304 404
1040 ND ND | ND ND | 002 005}|023 065
710 024 002 | ND ND | 052 021]036 052
Q10 033 ND | ND ND | 037 035]024 023
FUS 052 005] ND ND | 013 064|033 031
1039 010 017 ND ND | 017 o021}08 050
H2 017 021 | ND ND | 08 051|031 051
20 ND ND | ND ND ND 062] ND 039
801 ND ND | ND ND ND ND | ND ND
870 ND ND | ND ND | 022 022]031 042
984 007 009] ND ND | 009 012}016 020
Tirosinase Biosurfactantes
30 dias 40 dias
Linhagens 30d  40d Abs.' Halo’| Abs.'! Halo?
1040 0,13 0,14 ND ND ND ND
710 021 0,21 ND ND ND ND
Q10 022 0,13 ND ND ND ND
FUS 0,37 0,19 015 ND 0,12 ND
1039 022 0724 D17 ND 0,13 ND
H2 0,13 0,21 019 050 | 015 040
20 ND ND ND ND | ND ND
801 ND ND ND ND | ND ND
870 0,03 0,15 ND ND ND ND
984 0,33 0,20 g5 070 | 81! 050

ND — atividade n&o detectada

* 30 dias de cultivo / ** 40 dias de cultivo
1—abs. 610 nm (emulsdo O/A)

2 — medida do halo em cm (emulsdo A/O)
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5.3.2.6. Decacicleno

Analisando a Tabela 37, observa-se que apenas a linhagem 1039
apresentou atividade de LiP no 30° dia (0,11 U/L.min) e 5 linhagens , no 40° dia
de cultivo: 1040 (0,11 U/L.min), 710 (0,01 U/L.min), FUS ( 0,04 U/L.min), 20 (0,54
U/L.min) e 870 (0,07 U/L.min) em meio contendo decacicleno sob condi¢do
anaeroébia.

A linhagem 1039 também apresentou atividade de MnP no 30° dia (1,52
U/L.min), bem como as linhagens FUS (0,09 U/L.min) e 20 (3,63 U/L.min) em 40
dias de cultivo. Nenhuma das linhagens produziu peroxidase.

N3o foi verificada atividade de peroxidases nos dias analisados.

Apenas as linhagens FUS (0,07 U/L.min) e 1039 (0,01 U/L.min)
apresentaram atividades de lacase no 30° dia de cultivo e a linhagem 870 (0,07
U/L.min), no 40° dia.

Somente as linhagens 710, Q10, FUS, 1039, H2, 870 e 984 apresentaram
atividade de tirosinase. As linhagens 710 e Q10 produziram maior atividade de
tirosinase em meio contendo decacicleno sob condi¢cdo anaerdbia, sendo obtido
1,27 UlLmin apés 30 dias e 062 U/L.min apos 40 dias de cultivo,

respectivamente.

As linhagens que apresentaram melhores crescimentos em decacicleno
(FUS, H2 e 984), observado na Tabela 31, foram produtoras de poucas enzimas
ligninoliticas. A linhagem FUS nado apresentou atividade de peroxidase e as
linhagens H2 e 984 apresentaram apenas atividade de tirosinase, a qual
encontrou-se baixa para ambas as linhagens. Neste caso, pdde ter ocorrido
producdo de outras enzimas com outro mecanismo de agdo ou ativacéo de
enzimas intracelulares e ligadas @ membrana, nesta condi¢éo de cultivo (fator ja
discutido para os demais HAPs), atuando na degradagao do HAP. As enzimas
ligninoliticas podem estar fazendo parte da degradacéo inicial do HAP, podendo
neste estagio ja terem sido inativadas e metabolizadas pelo microrganismo,

estando outras enzimas atuando neste periodo de analise.
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Tabela 37 - Atividades enzimaticas (U/L.min) e producéo de biosurfactantes (emulsdes O/A e A/O)
pelas linhagens utilizando DECACICLENO 0,05% (m/v) como fonte de carbono sob condigdo
anaerobia.

Decacicleno LiP MnP Peroxidase Lacase
Linhagens | 30d" 40d”| 30d 40d | 30d 404 | 30d 404
1040 ND 0,11 ND ND ND ND ND ND
710 ND 0,01 ND ND ND ND ND ND
Q10 ND ND ND ND ND ND ND ND
FUS ND 0,04 ND 0,09 ND ND 0,07 ND
1039 0,11 ND 1.5 ND ND ND 0,01 ND
H2 ND ND ND ND ND ND ND ND
20 ND 0,54 ND 3,63 ND ND ND ND
801 ND ND ND ND ND ND ND ND
870 ND 0,07 ND ND ND ND ND 0,07
984 ND ND ND ND ND ND ND ND
Tirosinase Biosurfactantes
30 dias 40 dias
Linhagens | 30d 40d Abs." Halo? | Abs." Halo?
1040 ND ND ND ND 0,02 ND
710 1.27 Q.13 ND 0,20 0,11 ND
Q10 ND 0,62 0,03 ND 0,01 ND
FUS 0,43 ND ND ND ND ND
1039 0,08 ND ND ND 0,09 ND
H2 0,08 ND ND ND ND ND
20 ND ND ND ND ND ND
801 ND ND ND ND ND ND
870 ND 0,03 0,10 ND ND ND
984 0,09 0,08 ND ND 0,03 ND

ND — atividade nao detectada

* 30 dias de cultivo / ** 40 dias de cultivo
1 —abs. 610 nm (emulsdo O/A)

2 — medida do halo em cm (emuls&o A/O)
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5. 3. 3. Atividade das enzimas ligninoliticas (AL e AT)

5.3.3.1. Acido Lignosulfénico

A Tabela 38 ilustra que as maiores atividades de LiP foram apresentadas
pelas linhagens 1040 e 801 (8,60 U/L.min) e 984 (8,50 U/L.min) em 30 dias de
cultivo e em meio contendo AL, sob condicdo anaerdbia. No 40° dia, foi detectado
atividade apenas para a linhagem H2 (3,37 U/L.min) e 1039 (4,04 U/L.min).

Apenas as linhagens 984 (2,42 U/L.min) e 1039 (1,21 U/L.min) cultivadas
em 30 dias apresentaram atividade de MnP, em meio contendo AL sob
anaerobiose. A enzima peroxidase (0,03-0,67 U/L.min) e lacase (0,02-0,38
U/L.min) foram produzidas pela maioria das linhagens em ambos os dias de
cultivo. A linhagem 870 n&o produziu nenhuma das enzimas testadas em meio
contendo AL sob anaerobiose.

Em relacdo as linhagens com melhores crescimentos em AL: FUS e H2
apresentaram atividades de LiP, peroxidase e lacase; e 984, de LiP, MnP e

peroxidase.

Tabela 38 - Atividades enzimaticas (U/L.min) produzidas pelas linhagens utilizando ACIDO
LIGNOSULFONICO 0,2% (m/v) como fonte de carbono sob condi¢cdo anaerobia.

AL LiP MnP Peroxidase Lacase
Linhagens| 30d 40d” | 30d  40d | 30d  40d | 30d  40d
1040 | 860 ND | ND ND | ND 033 | ND 030
710 ND ND | ND ND | 012 036 | 002 ND
Q10 ND ND | ND ND | 003 060 | 035 036

FUS 2,49 ND ND ND 0,30 0,31 013 0,38
1039 0,86 4,04 121 ND 0,13 0,49 021 0,15

H2 Q57 3,37 ND ND 0,08 0,07 ND - 018
20 3,57 ND ND ND 0,14 0,67 021 0,36
801 8,60 ND ND ND 0,07 0,43 g065 0,02
870 ND ND ND ND ND ND ND ND

984 8,54 ND 2,42 ND ND 0,27 ND ND

* 30 dias de cultivo / ** 40 dias de cultivo
ND - atividade nio detectada
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5.3.3.2. Acido Tanico

De acordo com a Tabela 39, apenas as linhagens H2 (17,0 U/L.min); 710
(2,69 U/L.min) e 1039 (2,42 U/L.min) apresentaram atividades de MnP no 30° dia,
bem como 984 (9,46 U/L.min) e H2 (8,83 U/L.min) no 40° dia de cultivo em meio
contendo AT sob anaerobiose.

Atividade de peroxidase (0,03-0,42 U/L.min) e lacase (0,03-0,56 U/L.min)
foi verificada para a maioria das linhagens em ambos os dias de cultivo.

Nenhuma das linhagens produziu LiP e a linhagem 870 ndo produziu
nenhuma das enzimas testadas nesta fonte de carbono sob condicao anaerdbia.

A linhagem FUS que apresentou melhor crescimento em meio contendo AT
sob condicdo anaerdbia (Tabela 31) produziu peroxidase e lacase, porém, nao
produziu LiP e MnP apds 30 e 40 dias de cultivo.

Tabela 39 - Atividades enzimaticas (U/L.min) produzidas pelas linhagens utilizando ACIDO

TANICO 0,2% (m/v) como fonte de carbono sob condicdo anaerobia.

AT LiP MnP Peroxidase Lacase
Linhagens| 30d"  40d” | 30d  40od | 30d  40d | 30d 40d
1040 ND ND | ND ND | 034 042 | 056 031
710 ND ND | 269 ND | 015 ND | 022 0,09
Q10 ND ND | ND ND | ND ND | 003 ND
FUS ND ND | ND ND | 024 003 ] 049 ND
1039 ND ND | 242 ND | 017 ND | 023 005
H2 ND ND | 1699 883 | ND 041 | 009 0,18
20 ND ND | ND ND | ND 007 | 016 0,12
801 ND ND | ND ND | 028 025 | 042 030
870 ND ND | ND ND | ND ND | ND ND
984 ND ND | ND 946 | ND ND | ND ND

ND - atividade ndo detectada
* 30 dias de cultivo / ** 40 dias de cultivo
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PARTE lll

5.4. Degradacao dos HAPs, acido lignosulfénico, acido tanico e
comparagcao das atividades enzimaticas sob condigdes

microaerobia e anaerdbia

A determinacédo da degradacdo dos HAPs, acido lignosulfénico e acido
tanico foi realizada em 30 dias de cultivo para as condigcbes microaerobia e
anaerobia, cujos melhores resultados estdo apresentados nos cromatogramas que
se seguem, de acordo com a fonte de carbono. Os graficos apresentados referem-
se as atividades de enzimas ligninoliticas apresentadas para 30 dias de cultivo sob
ambas as condigdes, comparando-se com a porcentagem de degradacdo

apresentada pelas mesmas linhagens.

5.4.1. Naftaleno

Analisando-se as Figuras 16 e 17, verifica-se maior degradacdo de
naftaleno pela linhagem 984 (46,5%) sob condi¢do microaerdbia, apesar de pouca
atividade determinada de MnP e auséncia de fenoloxidases.

A linhagem Q10 apresentou boa degradag&o de naftaleno sob condigéo
anaerébia de 22,1%; porém, ndo foram verificadas atividades de enzimas
ligninoliticas sob esta condigdo. Embora tenha apresentado os melhores
resultados de lacase e tirosinase em microerobiose, esta linhagem apresentou
degradacéao de 8,1% nesta condicao.

A linhagem H2 apresentou altos valores de degradagdo em ambos 0s
sistemas com relacdo as demais linhagens: 33% em microaerobiose e 17,7% em
anaerobiose; porém, nenhuma atividade de enzima ligninolitica foi verificada no
30° dia de cultivo. Provavelmente, tal fato tenha ocorrido pela produg&o de outras
enzimas (ja discutidas anteriormente) para este sistema de cultivo, ou ainda,
enzimas ligninoliticas podem ter sido produzidas e terem suas atividades
expressas anteriormente ao 30° dia, sendo absorvidas posteriormente pela falta

de funcéo apo6s determinado periodo.
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Em condicdo anaerdbia os HAPs sdo mais estaveis a biodegradacao pela
clivagem dos anéis aroméaticos na auséncia de oxigénio (BOCKNY & STRAND,
1998). Porém, naftaleno (5 mg/L) foi mineralizado por bactérias redutoras de
nitrato em menos de 15 dias de cultivo sob condicdo anaerdbia (ROCKNE &
STRAND, 1998). Bactérias anaerdbias foram capazes de degradar 30% de
naftaleno em mistura de HAPs com diferentes concentragdes apos 50 dias
(JOHNSON & GHOSH, 1998). GRISHCHENKOV e colaboradores (2000) apods
mesmo periodo de cultivo, determinaram degradacdo de naftaleno de,
aproximadamente 14% por um consércio de bactérias anaerdbias crescidas em
petroleo.

Culturas puras de bactérias também foram capazes de mineralizar
naftaleno (0,001 mg/L) em menos de 12 horas em mistura de HAPs (McNALLY,
1998). A degradacéo de naftaleno utilizado como Unica fonte de carbono por
culturas fungicas puras em concentracdo 0,5% (m/v) apresentou taxas bem
relevantes, tanto para condigdo microaerdbia quanto para anaerobiose.

Em relacéo a degradac&o por fungos, CLEMENTE et al. (2001) verificaram
degradacéo de naftaleno 5% (m/v); 0,5 - 80% em 6 dias e 5,1-39,4% em 10 dias;
todavia, em sistema aerdbio. Os resultados de degradacao apresentados neste
presente trabalho s&o relevantes, uma vez que se trata de condicdo de baixa

oxigenacao ou anoxica.
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Atividade das enzimas ligninoliticas e

degradacao do naftaleno
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Figura 16 — Atividades de Lignina-peroxidase (LiP), Manganés-peroxidase (MnP) e
peroxidase produzidas pelas linhagens cultivadas em naftaleno (N) sob condices
microaerobia (M) e anaerébia (A) em 30 dias de cultivo (30d); e porcentagem de

degradacéo pelas linhagens sob as mesmas condigées.

Atividade das enzimas ligninoliticas e

degradagao do naftaleno
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Figura 17 — Atividades das fenoloxidases lacase e tirosinase produzidas pelas linhagens
cultivadas em naftaleno (N) sob condigdes microaerobia (M) e anaerdbia (A) em 30 dias
de cultivo (30d); e porcentagem de degradag¢do pelas linhagens sob as mesmas

condicdes.
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As figuras a seguir ilustram as melhores degradagdes de naftaleno pela
linhagem 984 em condicdo microaerdbia (Figura 18) e a linhagem H2 em

condi¢cdes microaerobia (Figura 19) e anaerobia (Figura 20).

Resposta do detector

iR
-

Tempo de retengdo (min)

Figura 18 — Cromatogramas das amostras contendo naftaleno (N) extraido do controle
abidtico (linha continua) e extraido do meio de cultivo da linhagem 984 (linha tracejada):
30 dias sob condi¢&do microaerébia.

Resposta do detectar

Tempo de retencdo (min)

Figura 19 — Cromatogramas das amostras contendo naftaleno (N) extraido do controle
abidtico (linha continua) e extraido do meio de cultivo da linhagem H2 (linha tracejada): 30

dias sob condicdo microaerébia.
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Figura 20 — Cromatogramas das amostras contendo naftaleno (N) extraido do
controle abidtico (a) e extraido do meio de cultivo da linhagem H2 (b), em 30 dias sob

condigdo anaerobia.
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5.4.2. Fenantreno

De acordo com as Figuras 21 e 22, a linhagem 984 apresentou maior
degradacéo de fenantreno (25%) sob condicdo microaerdbia: porem, ndo houve
atividade de enzimas ligninoliticas em 30 dias de cultivo. A linhagem FUS
apresentou maior degradagéo de fenantreno em sistema anaerébio (13,2%): no
entanto, as atividades de enzimas ligninoliticas neste dia de cultivo também nao
foram detectadas. A linhagem Q10 apresentou uma das melhores degradacgdes
em ambos os cultivos: em microaerobiose (21,9%), sendo acompanhada pelas
atividades mais altas de MnP, lacase e tirosinase; e anaerobiose (11,5%),
acompanhada por maior atividade de tirosinase.

CLEMENTE e colaboradores (2001) determinaram taxas de degradacéo de
fenantreno 5% (m/v) por fungos ligninoliticos de 7,5-95% em 10 dias de cultivo em
condicao aerobia. Degradagdes aerdbias por culturas puras dos fungos
basidiomicetos P. ostreatus e P. chrysosporium foram reportadas por SUN e
colaboradores (1998), onde 83% de fenantreno (10 ppm) foi degradado em 5 dias,
inoculados em meio com limitag&o de nitrogénio. CANET e colaboradores (2001)
obtiveram apenas 8% de degradacdo do fenantreno em consoércio de fungos
basidiomicetos: P. ostreatus, P. chrysosporium e C. versicolor em uma mistura de
HAPs, por 35 dias.

Em relacdo a degradacéo anaerdbia de fenantreno, bactérias anaerdbias
apresentaram taxa de 70% em 50 dias de cultivo (JOHNSON & GHOSH, 1998),
utilizando mistura de HAPs (onde fenantreno possuia uma concentragao inicial de
10 mg/kg de solo). Segundo MARCOUX et al. (2000), a utilizacdo de alguns HAPs
de menores massas molares como naftaleno e fenantreno junto a varios HAPs
com altas massas molares como fonte de carbono, aumenta a biodegradabilidade
da mistura. YUAN & CHANG (2000) analisaram fenantreno (5 mg/L) como Unica
fonte de carbono e energia e verificaram mineralizacdo em 48 horas por bactérias
anaerobias.

Os resultados aqui apresentados foram interessantes, uma vez gue a maioria
dos fungos n&o-basidiomicetos apresentou niveis consideraveis de degradacdo

nestas condi¢des de cultivo.
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Atividade das enzimas ligninoliticas e
degradacao do fenantreno
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Figura 21— Atividades de Lignina-peroxidase (LiP), Manganés-peroxidase (MnP) e
peroxidase produzidas pelas linhagens cultivadas em fenantreno (F) sob condicGes
microaerébia (M) e anaerébia (A) em 30 dias de cultivo (30d); e porcentagem de
degradacao pelas linhagens sob as mesmas condigoes.
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Figura 22 — Atividades das fenoloxidases lacase e tirosinase produzidas pelas linhagens
cultivadas em fenantreno (F) sob condigdes microaerébia (M) e anaerdbia (A) em 30 dias
de cultivo (30d): e porcentagem de degradacéo pelas linhagens sob as mesmas condicoes.

-121-



Resultados e discussoes

As figuras a seguir ilustram as melhores degradacées ocorridas de
fenantreno pelas linhagens 984 (Figura 23) e Q10 (Figura 24) sob condicédo
microaerobia e pelas linhagens FUS (Figura 25) e Q10 (Figura 26) sob condigao

anaerobia.

Resposta do detectar

Tempo de retengdo (min)

Figura 23 — Cromatogramas das amostras contendo fenantreno (F) extraido do controle
abidtico (linha continua) e extraido do meio de cultivo da linhagem 984 (linha tracejada),
em 30 dias sob condicdo microaerébia.

Resposta do detector

Tempo de retengao Emin)
Figura 24 — Cromatogramas das amostras contendo fenantreno (F) extraido do controle

abidtico (linha continua) e extraido do meio de cultivo da linhagem Q10 (linha tracejada),

em 30 dias sob condi¢do microaerdbia.
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Resposta do detector
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Figura 25 — Cromatogramas das amostras contendo fenantreno (F) extraido do controle

abiotico (a) e extraido do meio de cultivo da linhagem FUS (b), em 30 dias sob condi¢ao

anaeroébia.

Resposta do detector
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Tempo de retengao (min)
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Figura 26 — Cromatogramas das amostras contendo fenantreno (F) extraido do controle

abiético (a) e extraido do meio de cultivo da linhagem Q10 (b), em 30 dias sob condi¢ao

anaeroébia.
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5.4.3. Criseno

De acordo com as Figuras 27 e 28, a linhagem Q10 apresentou maior
degradac&o de criseno em condic&o microaerdbia (40,8%) e relevantes atividades
de lacase e tirosinase com relagdo & producdo destas enzimas pelas demais
linhagens.

A linhagem 20 apresentou maior degradagdo de criseno sob condicéo
anaerobia (34,4%) e atividades de lacase e tirosinase.

Em um consércio de fungos basidiomicetos (CANET et al, 2001)
inoculados em solo contaminado com HAPs ndo houve a degradac&o de criseno
em 32 semanas. Esta fonte de carbono pode ser biotransformada, porém, nao
mineralizada por fungos filamentosos. Os metabdlitos produzidos pela
biotransformacéo do criseno sdo menos estaveis 3 degradacéo (KIEHLMANN et
al., 1996).

Experimentos realizados em solos artificialmente contaminados com HAPs,
resultaram em 81% de degradacdo destes compostos apds 15 semanas, sob
condicao aerdbia (WISCHMANN & STEINHART, 1997).

Em relagdo a condigdo anaerdbia, um consoércio de bactérias degradou
45% do criseno presente em uma mistura de 15 HAPs, apos 50 dias de cultivo
(JOHNSON & GHOSC, 1998). Porém, McRAE & HALL (1998) verificaram maxima
degradagéo de criseno de 28% em uma mistura com 9 HAPs de média massa
molecular apoés 12 semanas.

Neste presente trabalho, os fungos foram cultivados como culturas puras
utilizando criseno como Unica fonte de carbono, sendo verificado no final de 30
dias de cultivo, relevantes resultados de degradacao deste composto sob

condigbes microaerdbia e anaerdbia.
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Atividade das enzimas ligninoliticas e
degradacao do criseno
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Figura 27 — Atividades de Lignina-peroxidase (LiP), Manganés-peroxidase (MnP) e
peroxidase produzidas pelas linhagens cultivadas em criseno (C) sob condigoes
microaerdbia (M) e anaerobia (A) em 30 dias de cultivo (30d); e porcentagem de
degradacao pelas linhagens sob as mesmas condigdes.

Atividade das enzimas ligninoliticas e
degradacao do criseno
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Figura 28 — Atividades das fenoloxidases lacase e tirosinase produzidas pelas linhagens
cultivadas em criseno (C) sob condi¢des microaerdbia (M) e anaerdbia (A) em 30 dias de
cultivo (30d); e porcentagem de degradagéo pelas linhagens sob as mesmas condicdes.
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As figuras a seguir ilustram as melhores degradacées de criseno, realizada
pela linhagem Q10 em condig&o microaerdbia (Figura 29) e pela linhagem 20 em

condigcéo anaerdbia (Figura 30).
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Figura 29 — Cromatogramas das amostras contendo criseno (C) extraido do controle
abiético (linha continua) e extraido do meio de cultivo da Q10 (linha tracejada), em 30 dias

sob condi¢do microaerébia.
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Figura 30 — Cromatogramas das amostras contendo criseno (C) extraido do controle
abidtico (a) e extraido do meio de cultivo da linhagem 20 (b), em 30 dias sob anaerobiose.
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5.4.4. Perileno

Analisando-se as Figuras 31 e 32, observa-se que a linhagem 984 apresentou
maior degradagao de perileno sob condi¢c&o microaerdbia (37%) com baixa producao
de enzimas ligninoliticas. A linhagem H2 apresentou a segunda maior degradagao
desta fonte de carbono em condicdo microaerobia (34,2%); porém, com pouca
atividade de peroxidases e lacase. Outras enzimas n&o-ligninoliticas podem estar
atuando na degradacdo deste HAP, ativadas por esta condicdo de cultivo. Em
condic&o anaerdbia, a mesma linhagem apresentou uma das maiores degradacoes de
perileno (17,9%) e apenas atividade de lacase. A linhagem 710 apresentou maior
degradacdo em sistema anaerobio (20,5%), destacando-se pela atividade de
tirosinase.

Estudos sobre a degradacéo de perileno ndo foram reportados em literatura. O
HAP benzo(a)pireno, de igual numero de anéis benzénico, tem sido alvo de muitos
estudos em degradag&o de solos e in vitro, pela sua propriedade de toxicidade aguda
e carcinogenia (CAMARGO, 2000). O fungo Penicillium janthinellum e a bactéria
Stenotrophomonas maltophilia, quando incubados em cocultura foram capazes de
degradar HAPs maiores ou iguais a 5 anéis aromaticos (35-59%) em 56 dias de
cultivo sob condic&o aerdbia (BOONCHAN et al., 2000). A mineralizagdo de 25% de
benzo (a) pireno, utilizado como unica fonte de carbono foi verificada também por esta
cocultura ap6s 49 dias de cultivo. CANET e colaboradores (2001) relataram
degradagdo de HAPs maiores ou iguais a 5 aneis aromaticos por fungos
basidiomicetos em consércio, crescidos em mistura de HAPs de varias massas
molares e concentracdes (aproximadamente 12% em 32 semanas de cultivo aerébio).

Em relacdo a degradacéo anaerébia de HAPs, indeno (1,2,3-cd) pireno (com 5
anéis aromaticos semelhante a perileno) foi degradado em uma taxa de 8% apds 50
dias por bactérias anaerdbias em reator (JOHNSON & GHOSH, 1998).

A atuacdo das linhagens fungicas neste presente trabalho foi relevante na
degradacao de perileno, uma vez que se trataram de culturas puras incubadas com
este composto como Uunica fonte de carbono sob condigdes nao propicias ao

crescimento da maioria dos fungos.
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Atividade das enzimas ligninoliticas e
degradacgao do perileno
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Figura 31 — Atividades de Lignina-peroxidase (LiP), Manganés-peroxidase (MnP) e
peroxidase produzidas pelas linhagens cultivadas em perileno (P) sob condigbes
microaerébia (M) e anaerdébia (A) em 30 dias de cultivo (30d); e porcentagem de
degradacéo pelas linhagens sob as mesmas condicoes.
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Figura 32 — Atividades das fenoloxidases lacase e tirosinase produzidas pelas linhagens
cultivadas em perileno (P) sob condi¢gdes microaerdbia (M) e anaerdbia (A) em 30 dias de
cultivo (30d); e porcentagem de degradacéo pelas linhagens sob as mesmas condigdes.
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As figuras abaixo, ilustram as melhores degradacdes de perileno realizada

pela linhagem H2 em condigdes microaerobia (Figura 33) e anaerdbia (Figura 34).

Resposta do detector

k
|

A5

Tempo de retengéo (min)

Figura 33 — Cromatogramas das amostras contendo perileno (P) extraido do controle

abiotico (linha continua) e extraido do meio de cultivo da linhagem H2 (linha tracejada),

em 30 dias sob condi¢do microaerébia.

Resposta do detector

Figura 34 — Cromatogramas das amostras contendo perileno (P) extraido do controle

abiotico (linha continua) e extraido do meio de cultivo da linhagem H2 (linha tracejada),

em 30 dias sob condi¢cdo anaerobia.
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5.4.5. Naftol [2,3-a] pireno

Analisando-se as Figuras 35 e 36, pode-se observar que a linhagem 1040
apresentou maior degradagéo deste HAP em microaerobiose (40,8%), verificou-se
maior atividade de atividades de LiP, além de MnP e peroxidase. Esta mesma
linhagem apresentou a segunda melhor degradacdo em condicdo anaerobia
(12,4%) e atividades de lacase e tirosinase.

A linhagem H2 também apresentou degradacdo de 12.4% para naftol[2,3-
alpireno, porém em condicdo anaerdbia, sendo detectado atividade de LiP,
peroxidase, lacase e tirosinase ndo muito elevadas comparando-se com o0s
resultados de atividade destas enzimas verificados para as demais linhagens.

Néao foram encontrados na literatura estudos sobre degradacéo de naftol
[2,3-a] pireno. Poucos autores estudaram a degradacdo de HAPs com altas
massas molares. Compostos com mais de 6 anéis foram estudados por CANET e
colaboradores (2001) com consércio de fungos de degradacdo branca,
apresentando degradacéo de 12,7 - 28,1%, apds 32 semanas de cultivo aerdbio.
Benzo(ghi)perileno, compostos de aproximada massa molar do naftol[2,3-a]pireno
foi degradado em taxa aproximada de 25% apos 50 dias por bactérias anaerdbias
em mistura de HAPs em diferentes concentracdes (JONHSON & GHOSH, 1998).
De acordo com estes autores, a degradacdo de HAPs mais complexos parece ser
mais efetiva em consércio bacteriano do que utilizando-se fungos. Os fungos no-
basidiomicetos s&o capazes de degradar HAPs de alta massa molar em condicao
aerobia (LAUNEN et al., 1995).

Os resultados obtidos para este composto neste presente trabalho foram
importantes, uma vez que fungos ndo-basidiomicetos (com excegéo de H2) foram
capazes de utilizar HAPs mais complexos como fonte de carbono sob condicdo de

baixa oxigenagdo e anodxica.
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Atividade das enzimas ligninoliticas e
degradagao do nafto [2,3-a] pireno
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Figura 35 - Atividades de Lignina-peroxidase (LiP), peroxidase, lacase e tirosinase
produzidas pelas linhagens cultivadas em naftol[2,3-a] pireno (Np) sob condigoes
microaerébia (M) e anaerobia (A) em 30 dias de cultivo (30d); e porcentagem de
degradacéo pelas linhagens sob as mesmas condigdes.
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Figura 36 — Atividade de Manganés-peroxidase (MnP) produzida pelas linhagens
cultivadas em naftol[2,3-a] pireno (Np) sob condigbes microaertbia (M) e anaerobia (A)
em 30 dias de cultivo (30d); e porcentagem de degradacdo pelas linhagens sob as

mesmas condicoes.
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As figuras abaixo, ilustram as melhores degradacées de naftol [2,3-a] pireno
sob condicdo microaerdbia (Figura 37), realizada pela linhagem 1040 e sob

condicdo anaerdbia (Figura 38), realizada pela linhagem H2.

2 eie—— bl

Resposta do detector

Tempo de retengdo (min)

Figura 37 — Cromatogramas das amostras contendo naftol[2,3-a]pireno (Np) extraido do
controle abidtico (linha continua) e extraido da linhagem 1040 (linha tracejada) crescida
em 30 dias, sob condi¢do microaerdbia.

Resposta do detectaor

Tempo de retengdo (min)
Figura 38 — Cromatogramas das amostras contendo naftol[2,3-a]pireno (Np) extraido do

controle abidtico (linha continua) e extraido da linhagem H2 (linha tracejada) crescida em
30 dias, sob condigdo anaerdbia.
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5.4.6. Decacicleno

As Figuras 39, 40 e 41 ilustram a degradagéo de decacicleno e a producéo
de enzimas ligninoliticas pelas linhagens em condigdes microaerobia e anaerodbia.
A linhagem 0984 apresentou degradagédo de decacicleno sob condicédo
microaerdbia (37,7%), porém, exibindo pouca atividade de LiP, peroxidases e
lacase e nenhuma atividade de MnP e tirosinase.

A linhagem Q10 apresentou relevante degradacado de decacicleno ainda em
microaerobiose (37,3%) e as maiores atividades de LiP, outras peroxidases e
lacase. A mesma linhagem apresentou a maior degradacdo de decacicleno sob
condicdo anaerdbia (18,8%), no entanto, nenhuma atividade de enzimas
ligninoliticas foi verificada sob esta condigdo. Fato este que pode ser explicado
pela provavel presenca de outras enzimas (como as intracelulares ou ligadas a
membrana) que estejam atuando nesta fonte de carbono utilizando outros
mecanismos para a condicdo em questao (DE JONG et al., 1993; BEZALEL et al,,
1997: WANG & YU, 1996; HENRIKSSON et al., 2000).

Atividade das enzimas ligninoliticas e
degradacao do decacicleno
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Figura 39 - Atividades de Lignina-peroxidase (LiP) e peroxidase produzidas pelas
linhagens cultivadas em decacicleno (D) sob condi¢gdes microaerdbia (M) e anaerodbia (A)
em 30 dias de cultivo (30d); e porcentagem de degradagdo pelas linhagens sob as
mesmas condi¢oes.
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Atividade das enzimas ligninoliticas e
degradacao do decacicleno
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Figura 40 — Atividades de lacase e tirosinase produzidas pelas linhagens cultivadas em
decacicleno (D) sob condi¢cdes microaerébia (M) e anaerdbia (A) em 30 dias de cultivo
(30d); e porcentagem de degradacéo pelas linhagens sob as mesmas condicdes.
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Figura 41 - Atividade de Manganés-peroxidase (MnP) produzida pelas linhagens
cultivadas em decacicleno (D) sob condigdes microaerobia (M) e anaerdbia (A) em 30
dias de cultivo (30d); e porcentagem de degradac&o pelas linhagens sob as mesmas
condicfes.
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As figuras a seguir, ilustram as melhores degradacbes verificadas para

decacicleno em condi¢éo microaerébia (Figura 42), realizada pela linhagem 984; e

em condicdo anaerdbia (Figura 43), realizada pela linhagem Q10.

Resposta do detectar
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Tempo de retengdo (min)

Figura 42 — Cromatogramas das amostras contendo decacicleno (D) extraido do controle

abiético (linha continua) e extraido da linhagem 984 (linha tracejada) crescida em 30 dias,

sob condi¢do microaerdbia.
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Figura 43 - Cromatogramas das amostras contendo decacicleno (D) extraido do controle

abiotico (linha continua) e extraido da linhagem Q10 (linha tracejada) crescida em 30 dias,

sob condi¢do anaerdbia.
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5.4.7. Acido Lignosulfénico

Analisando-se as Figuras 44 e 45, observa-se que a linhagem 1040
apresentou maior degradagao do compostos em microaerobiose (27,5%) e maior
atividade de LiP, ndo havendo producdo de tirosinase por esta linhagem. Em
anaerobiose, a mesma linhagem apresentou degradag&o de 32,5%; superior &
apresentada na condig&o microaerobia.

Para a linhagem 984 foi verificada uma das maiores degradacbes em
microaerobiose (26,5%), a qual apresentou maior atividade de lacase. Para a
linhagem 20 foi determinada maior degradagédo em anaerobiose (33,5%) e
producéo de LiP. Atividades de lacase e tirosinase também foram detectadas para
esta linhagem.

Resultados de degradacdo deste composto foram obtidos também por
FALCONI (1998) por fungos n&o-basidiomicetos cultivados sob condicéo
estacionaria em 3 (degradagdo maxima de 1,3%) e 7 dias (degradacao maxima de
34,2%), quando utilizando AL 0,5% (mfv). SETTE (1997) demonstrou ainda que
fungos ndo-basidiomicetos também foram Capazes de degradar &cido
lignosulfénico 0,5% (m/v) em cultivo microaerdbio por 35 dias (7-10,5%). Tais

resultados, porém, foram inferiores aos apresentados no presente trabalho.
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Atividade das enzimas ligninoliticas e
degradagéo do acido lignosulfénico

v
peibap 9,

U/L.min

oede

1l o0,8

1040 710 Q10 FUS 1039 H2 20 801 870

linhagens
[ LiP M30d [CJLiP A30d C—IMnP M30d
C——IMnP A30d —o— % degradagdo M  —#— % degradacgéo A

Figura 44 — Atividades de Lignina-peroxidase (LiP) e Manganés-peroxidase (MnP)
produzidas pelas linhagens cultivadas em acido lignosulféonico (AL) sob condigbes
microaerobia (M) e anaerébia (A) em 30 dias de cultivo (30d); e porcentagem de

degradacéo pelas linhagens sob as mesmas condi¢oes.
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Figura 45 — Atividades de peroxidase e lacase produzidas pelas linhagens cultivadas em
acido lignosulfénico (AL) sob condigdes microaerobia (M) e anaerobia (A) em 30 dias de
cultivo (30d); e porcentagem de degradagao pelas linhagens sob as mesmas condigcées.
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As Figuras abaixo ilustram as melhores degradagbes de 4acido
lignosulfénico em condigdo microaerdbia (Figura 46) pelas linhagens 1040 e 984:
e em condicdo anaerobia (Figura 47) pela linhagem 20.
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Figura 46 — Cromatogramas do controle abiético (a) e das amostras do meio de cultivo
das linhagens 1040 (b) e 984 (c) crescidas em acido lignosulfénico (AL), 30 dias, sob

condigdo microaerobia.
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Figura 47 — Cromatogramas do controle abiético (linha continua) e da amostra do meio
de cultivo da linhagem 20 (linha tracejada) crescidas em &cido lignosulfénico (AL), 30

dias, sob condigdo anaerébia.
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5.4.8. Acido Tanico

De acordo com os as Figuras 48 e 49, as linhagens 801 e Q10
apresentaram as maiores degradacées em microaerobiose (84,6 e 83,6%) e
maiores valores de LiP e MnP. Embora H2 tenha apresentado o maior valor de
atividade de MnP em anaerobiose, nao foi verificado a degradacao do AT por esta
linhagem.

Pode-se relacionar ainda maiores valores de lacase e de peroxidase com
maiores degradagcdes em microaerobiose. Embora tenha sido detectado atividade
de lacase em condicdo anaerdbia para algumas linhagens, nao foi observado
degradac&o do &cido tanico, com excegéo da linhagem 710 (2%).

As linhagens que apresentaram maiores crescimentos em &cido tanico
também apresentaram melhores niveis de degradac&o desta fonte de carbono.

A degradacéo do acido tanico por Phanerochaete chrysosporium (fungo
basidiomiceto de degradacé&o branca) apds 24 horas foi de 65% pela agéo de
peroxidases, sob condigdo de oxigenagdo (GNANAMANI et al., 2001). Outros
resultados descritos por FALCONI (1998), demonstraram que os fungos n&o-
basidiomicetos apresentam grande potencial a biodegradagao deste composto na
natureza. Em cultura estacionaria, utilizando AT na concentrac&o de 0,5%, foram
obtidos valores de degradacéo de 71,4% (3 dias) e 72,8% (7 dias). Os dados de
literatura sdo semelhantes aos apresentados pelas melhores linhagens estudadas
neste trabalho, porém, apds 30 dias de cultivo em microaerobiose.

De acordo com SAXENA (1995), o &cido tanico geralmente € inibidor do
crescimento microbiano e pode inativar as enzimas responsaveis pela
degradacdo. As linhagens estudadas neste trabalho foram capazes de utiliza-lo
como fonte de carbono em microaerobiose, ndo havendo efeito inibitorio para as

enzimas neste sistema.
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Atividade das enzimas ligninoliticas e
degradacao do acido tanico

LY oedepeibap o,

EE= LiP M30d

C1LiP A30d

C—_1MnP M30d

i PR C—1MnP A30d

1040 710 Q10 FUS 1039 H2 20 801 870 984 —a&— % degradagédo M
linhagens —i— % degradacdo A

Figura 48 — Atividades de Lignina-peroxidase (LiP) e Manganés-peroxidase (MnP)
produzidas pelas linhagens cultivadas em acido tanico (AT) sob condigdes microaerbbia
(M) e anaerdbia (A) em 30 dias de cultivo (30d); e porcentagem de degradacdo pelas
linhagens sob as mesmas condicdes.
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Figura 49 — Atividades de peroxidase e lacase produzidas pelas linhagens cultivadas em
acido tanico (AT) sob condigbes microaerdbia (M) e anaerdbia (A) em 30 dias de cultivo
(30d); e porcentagem de degradacéo pelas linhagens sob as mesmas condigdes.
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As figuras 50 e 51 ilustram as melhores degradagées de acido tanico em
condicao microaeroébia pelas linhagens 810 e Q10, respectivamente.
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Figura 50 — Cromatograma das amostras contendo &cido tanico (AT) extraido do controle
abiético (linha continua) e extraido do meio de cultivo da linhagem 801 (linha tracejada),
30 dias, sob condi¢do microaerdbia.
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Figura 51 - Cromatograma das amostras contendo acido tanico (AT) extraido do controle

abiético (linha continua) e extraido do meio de cultivo da linhagem Q10 (linha tracejada),
30 dias, sob condigdo microaeroébia.
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De acordo com os experimentos enzimaticos em condicdo anaerobia, faixas
semelhantes de valores das enzimas ligninoliticas foram verificadas, comparadas
a condig&o microaerdbia (30 dias de cultivo), exceto para a enzima MnP, cujos
valores de atividade foram maiores em microaerobiose.

A maioria das linhagens crescidas em HAPs sob condi¢cdo anaerdbia nado
apresentou atividades de LiP e MnP, sendo a enzima tirosinase mais presente na
maioria das linhagens crescidas em HAPs de maiores pesos moleculares, seguido
de atividades de peroxidase e de lacase. Em acido lignosulfénico, a maioria das
linhagens apresentou atividade de LiP; e em acido tanico como fonte de carbono,

houve producéo de lacase e outras peroxidases pela maioria das linhagens.

Dentre os HAPs, decacicleno (10 anéis) e perileno (5 aneis) foram os mais
degradados pelas linhagens selecionadas (faixas de degradagbes de 20-40% e
11-40%, respectivamente), em relagdo aos HAPs de 4 a 10 anéis aromaticos.
Naftaleno (2 anéis) apresentou melhor degradacio que fenantreno (3 anéis);
sendo o mesmo verificado para &cido lignosulfénico com relagdo ao acido tanico
(degradacéo apresentada apenas pela linhagem 710 — 2%).

Para a condigéo anaerdbia, no se verificou grande diferenca da taxa de
degradacbes entre os HAPs de baixa, média e alta massas molares, as quais
variaram de 1 a 35%. Todas as linhagens apresentaram degradacbes de acido
lignosulfénico (6 a 33%). Pelos resultados de degradacéo verificados, observou-se
que em condicdo microaerdbia, os HAPs, AL e AT apresentaram melhores
degradacbes pelas linhagens selecionadas, quando comparadas com o sistema

anaerobio.

E importante ressaltar ainda que algumas das linhagens, as quais
apresentaram maiores degradagcbes dos HAPs em anaerobiose, n&o
apresentaram enzimas ligninoliticas ou mostraram valores muito baixos destas.
Portanto, estas enzimas talvez ndo sejam as principais envolvidas nos maiores
niveis de degradacéo dos HAPs em condic&o microaerébia (para a linhagem H2
em naftaleno e perileno; para a linhagem 984 em fenantreno, perileno e

decacicleno), e em condi¢cdo anaerdbia (para a linhagem Q10 em naftaleno e
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decacicleno; para a linhagem FUS em fenantreno; para H2 em naftaleno, perileno
e naftol [2,3-a] pireno). Neste caso, outras enzimas podem ter sido produzidas e
ativadas nestas condi¢des de cultivo, sendo responsaveis pela transformacéo e
degradacao dos HAPs por estes fungos.

Pode-se pensar ainda na producdo de enzimas ligninoliticas como
iniciadoras da degradac&o dos demais fungos, sendo ativadas inicialmente e
anteriores ao periodo de 30 e 40 dias, ocorrendo posteriormente ativagdes de
outras enzimas mais especificas para estas condicbes de cultivo. Segundo
EGGEN (1999), os fungos produzem diferentes enzimas dependendo das suas

caracteristicas genéticas e das condigdes de cultivo a eles impostas.

De acordo com SUTHERLAND (1992), os fungos nédo utilizam os HAPs
como Unica fonte de carbono e energia, possuindo a capacidade apenas de
transforma-los cometabolicamente, bem como os HAPs de altas massas molares
(MUNCNEROVA & AUGUSTIN, 1994). Porém, neste trabalho, os fungos
estudados utilizaram os HAPs como unica fonte de carbono e energia e
apresentaram degradacdes pra todos eles, mesmo sob condigdes microaerobia e
anaerdbia, porém, ndo houve mineralizagdo de nenhuma fonte de carbono.
Segundo HARWOOD e colaboradores (1999), nenhum organismo eucarioto &
capaz de metabolizar compostos aroméaticos na auséncia de oxigenio.

A total degradacdo de HAPs sob condigdo anaerdbia foi verificada para
naftaleno, antraceno, fenantreno e pireno apenas por bactérias (McNALLY et al.,
1998). Segundo HENDER & FUNCHS (1997), naftaleno e fenantreno s&o os
unicos HAPs degradados em condig&o anaerdbia por bactérias; todos os outros
compostos policiclicos de alta massa molar s&o degradados apenas em ambiente
aerdbio (EGGEN, 1999). Porém, outros dados de literatura (JOHNSON & GHOSH,
1998: McRAE & HALL, 1998; McNALLY et al, 1998) relatam que HAPs mais

complexos podem sofrer biotransformacgéo sob condigéo anaerobia.
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A degradac&o de poluentes xenobidticos sob condicdes microaerobia e
anaerobia por fungos pode ser uma estratégia util de biorremediacéo ex-situ dos
sedimentos que necessitam serem reintroduzidos no ambientes, pois, tais
condicdes dispensam custos de energia para a introducdo de oxigénio e
manutencao da agitagéo adequada para processo aerébio. Para a biorremediacéo
dos solos nestes ambientes, é interessante a mineralizacéo dos HAPs por fungos
isolados ou pela acdo destes na microbiota indigena, com producéo extracelular
de enzimas para este fim.

Os resultados de degradacdo de HAP com diferentes massas molares e
outros compostos organicos recalcitrantes, utilizados como Unica fonte de carbono
por fungos sob condicées de baixa oxigenagdo e anoxicas, presentes neste
trabalho, foram surpreendentes e de grande importancia para a complementacao
de dados na literatura em relacéo a potencialidade fungica na degradacédo de
compostos xenobiodticos poliaromaticos nestas condicbes atmosféricas, cujos
ambientes sdo sedimentos de mares, lagos, rios, camadas profundas de solo ou

solos alagados, lengbis subterraneos e nos mangues.
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6. CONCLUSOES

Pelos resultados apresentados e analisados, pdde-se concluir que, na condi¢ao

microaerobia:

» As linhagens apresentaram crescimentos em todas as fontes de carbono
durante o periodo de cultivo e algumas puderam ser selecionadas de acordo

com os melhores crescimentos na maioria das fontes de carbono;

» Todas as linhagens foram capazes de produzir enzimas ligninoliticas, porém,
para algumas linhagens estas foram produzidas em niveis minimos, n&o sendo
as principais enzimas produzidas para a degradagado dos HAPs, AL e AT
havendo, possivelmente, a atuagéo de outras enzimas para esta condi¢ao de
cultivo, uma vez que as maiores degradagdes ocorreram com baixo ou ausente

niveis de atividade de enzimas ligninoliticas;

> Todas as linhagens foram capazes de produzir biosurfactantes, sugerindo
solubilizacdo da fonte de carbono para disponibilizé-la, favorecendo o

crescimento dos fungos;
» As melhores degradacéo foram apresentados para HAPs de maiores massas

molares, destacando-se as linhagens 984 (Aspergillus sp), 1040 (Verticillum
sp), Q10 (Trichocladium canadensis) e 710 (Achremonium sp).
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Em relac&o as linhagens selecionadas no crescimento anaerdbio:

» Quatro linhagens apresentaram melhores crescimentos em anaerobiose:
FUS (Fusarium oxysporum), H2 (basidiomiceto), 984 (Aspergillus sp) e
1039 (n&o-identificada);

» Todas as linhagens apresentaram atividades de enzimas ligninoliticas,
porém, LIP e MnP foram as menos expressivas para estes fungos em
HAPs;

~ A linhagem 984 (Aspergillus sp) destacou-se como produtora de
biosurfactantes na maioria dos HAPs utilizados como fontes de carbono;

» Verificaram-se degradagdes para todas as fontes de carbono estudadas
pelas linhagens selecionadas, exceto &cido tanico, tendo Q10
(Trichocladium canadensis), H2 (basidiomiceto) e 710 (Achremonium sp)
apresentado maiores degradacGes para a maioria das fontes de carbono

nesta condicao.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

As linhagens fungicas utilizadas neste trabalho, capazes de crescerem em
HAPs, acido lignosulfénico e &cido tanico sob condicoes microaerdébia e
anaerdbia, e ainda apresentar atividades de enzimas ligninoliticas e producéo de
biosurfactantes, podem vir a serem biorremediadores em potencial de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em ambientes com baixa oxigenac¢ao
como os sedimentos de rios e lagos, solos alagados, lengdis freaticos e fundo de
mares e oceanos.

Estudos posteriores de degradacéo de HAPs em consorcio com microbiota
natural do local a ser tratado, utilizando HAPs em experimentos individuais e em
misturas nos microcosmos com condicdes anoxicas e de baixa oxigenagao serao
de grande importancia para a verificacao da potencialidade das linhagens
selecionadas. O estudo ainda das vantagens e desvantagens de cometabolismos
para a eficiéncia da degradagéo nestes ambientes em menos tempo também & de
grande importancia.

O monitoramento por técnicas moleculares para a confirmacgé&o da presenca
das linhagens no processo de degradagao, bem como da ativagéo ou nao das
enzimas responsaveis pela biotransformacgéo dos contaminantes geram dados
interessantes para o estudo da biorremediaggdo de locais atipicos pouco

estudados.
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